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Resumen 
Debido al estado altamente heterocromatinizado del telómero se pensaba que el final de 
los cromosomas no era transcrito. Sin embargo, hace una década se demostró que los telómeros 
se transcriben en una familia de lncRNAs denominados Telomeric repeat-containing RNA o 
TERRA. En los últimos años, un gran número de funciones diferentes han sido asociadas a estos 
transcritos. Sin embargo, la falta de modelos genéticos KO para TERRA ha impedido confirmar 
estas funciones en sistemas celulares. La falta de modelos se debe mayoritariamente a que su 
origen subtelomérico no está claro. En humanos, los estudios más recientes han propuesto que 
TERRA se podría transcribir de 18 loci diferentes, dificultando en gran medida la generación de 
células KO para TERRA.  
 Uno de los principales objetivos de mi tesis, ha sido identificar los posibles loci de TERRA 
humanos, con el objetivo de generar células humanas KO para TERRA. Primero evaluamos los 
18 loci previamente descritos, encontrando que el 80% de estos loci estaban estructuralmente 
conservados. Sin embargo, los transcritos de estos subtelómeros estructuralmente conservados 
no mostraban características típicas de TERRA. Sin embargo, sí encontramos características 
propias de TERRA en los transcritos del subtelómero 20q. Esto nos permitió generar células 
humanas tumorales ALT 20q-TERRA KO. Estas células presentaban una drástica disminución 
de los TERRA totales y nos permitieron probar que TERRA es esencial para mantener la 
integridad y la longitud telomérica. En una siguiente aproximación, usando de nuevo el modelo 
de células 20q-TERRA KO, caracterizamos el papel de TERRA en la formación de la 
heterocromatina telomérica. Así, demostramos que TERRA es esencial para el depósito de 
marcas de heterocromática, incluyendo a H3K27me3 (una marca que no se había descrito 
previamente en el telómero) y HP1 a los telómeros. El papel de TERRA en el mantenimiento de 
la heterocromatina telomérica estaba mediado por su interacción con el complejo PRC2 y el 
reclutamiento del mismo a los telómeros. 
 Por otra parta, hemos caracterizado el mecanismo por el cual la proteína telomérica 
TRF1 es importante para el mantenimiento de la pluripotencia y el papel de TERRA en este 
proceso. TRF1 es esencial para la protección telomérica, previniendo que los telómeros se 
fusionen y degraden, además diferentes evidencias experimentales apuntan a que TRF1 tiene 
también un papel importante en el mantenimiento de la pluripotencia. Encontramos que el 
silenciamiento de TRF1 en iPSCs (células madre pluripotentes inducidas) murinas causa un gran 
cambio en la expresión génica, fundamentalmente de genes asociados a pluripotencia y 
diferenciación celular. Estos cambios estaban asociados a un dramático incremento de la unión 
de PRC2 al DNA y de la deposición de la marca del sintetizada por este complejo, la H3K27me3. 
Hemos demostrado que el silenciamiento de TRF1 incrementa los niveles de TERRA y que 
TERRA se une a los promotores de los genes cuya expresión cambia tras eliminar TRF1. Estos 
resultados son consistentes con un modelo en el que los cambios de expresión de TERRA 
dependiente de TRF1 modulan el reclutamiento de PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) y 
la expresión de genes asociados a pluripotencia y diferenciación. 
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Summary 
Due to the highly heterochromatic status of the telomere, it was thought that the telomere 
not transcribed. However, a decade ago, our lab found telomere transcription. Telomere 
transcription gives rise to a family of lncRNAs called Telomeric repeat-containing RNA or TERRA. 
Over the last few years, a plethora of different functions have been assigned to TERRA, but the 
in vivo role of TERRA remain unknown. This is due to the lack of TERRA KO genetic as a result 
of the lack of information about the TERRA locus. In human, a study has proposed that TERRA 
could be transcribed from 18 different loci. That large amounts of loci still avoiding the generation 
of cells lacking TERRA. However, in mice, it has been described that TERRA are generated 
mostly from some subtelomeres.  
Based on this, the main aim of my thesis was to identify the human TERRA loci in order 
to generate human cells lacking TERRA. To this end, we evaluated the 18 different loci previously 
proposed to be TERRA origins. We found that 80% of the loci were in structurally conserved 
subtelomeres. We could not find TERRA features for the transcripts arising from these structurally 
conserved subtelomeres. Interestingly, we found TERRA features in the transcripts from the 
subtelomere 20q. Next, generated human ALT cancer cells knock-out for the 20q-TERRA locus 
by using the CRISPR-Cas9 system. These cells presented a drastic downregulation of total 
TERRA. The 20q-TERRA KO cells allowed us to characterize the TERRA role in telomere biology 
and we found that TERRA is essential to maintain telomere integrity and telomere length. Then, 
we characterized the role of TERRA in telomere heterochromatin formation. We proved that 
TERRA is essential for the deposition of heterochromatic histone marks including H3K27me3, a 
mark that is not normally associated with the telomere, and HP1 to the telomeres. We found that 
the role of TERRA in telomeric heterochromatin maintenance could be mediated through their 
interaction with the Polycomb repressive complex 2 (PRC2) and its recruitment to the telomeres. 
Next, we characterized the mechanism of the telomeric protein TRF1 in pluripotency 
maintenance and the implication of TERRA in this phenomenon. TRF1 is essential for telomere 
protection, preventing telomeres from degradation and fusion. There are evidences suggesting 
that TRF1 could have a role in the maintenance of pluripotency and embryonic development. We 
found that TRF1 depletion in murine iPSCs (induced pluripotent stem cells) cause drastic changes 
in gene expression, mostly in genes related with pluripotency maintenance and cell differentiation. 
Also we found that these trascriptional changes were accompanied by vast epigenetics changes. 
The changes found include an increase in PRC2 binding to the DNA, and H3K27me3 deposition. 
We found that TRF1 depletion increases TERRA transcription and that TERRA binds to genes 
which expression changes after TRF1 depletion. These results are consistent with a model in 
which TRF1-dependent changes in TERRA levels modulate polycomb recruitment to pluripotency 
and differentiation genes. 
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Abreviaciones 
 
ALT   Alternative Lengthening of Telomeres 
APBs  ALT-associated Promyelocytic Leukemia nuclear bodies 
ATRX  Alpha-Thalassemia/Mental Retardation Syndrome, Nondeletion Type, X-Linked 
CCND1   Cyclin D1 
DSB  Double Strand Break 
DNA  Deoxyribonucleic Acid  
DNMTs  DNA Methyltransferases  
DKC1  Dyskerin 1 
DotL  Disruptor of telomeric Silencing-Like 
ESCs  Embryonic Stem Cells 
ERK  Extra-cellular signal Regulated Kinase  
EXO1  Exonuclease 1 
GSK3  Glycogen Synthase Kinase 3 
H2A  Histone H2A 
H2B  Histone H2B 
H3  Histone H3 
H3k18ac Acetyl-Histone H3 (Lys18) 
H3K27me3 Tri-Methyl-Histone H3 (Lys27) 
H3K36me3 Tri-Methyl-Histone H3 (Lys36) 
H3K4me3 Tri-Methyl-Histone H3 (Lys4) 
H3K56ac Acetyl-Histone H3 (Lys56) 
H3K79me3 Tri-Methyl-Histone H3 (Lys79) 
H3K9ac Acetyl-Histone H3 (Lys9) 
H3K9me3 Tri-Methyl-Histone H3 (Lys9) 
H4  Histone H4 
H4K20me3 Tri-Methyl-Histone H4 (Lys20) 
HATs  Histone Acetyltransferases 
HDACs  Histone Deacetylases 
HMTases Histone Methyltransferases 
hnRNPs Heterogeneous Nuclear Ribonucleoproteins 
HP1  Heterochromatin Protein 1 
IKK  Inhibitor of KappaB Kinase 
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ITSs  Interstitial Telomeric Sequences 
Kb  Kilobase 
KDMs  Histone Lysine Demethylases  
KLF4  Kruppel-like Factor 4 
KMTs  Histone Lysine Methyltransferases 
KO  Knock Out 
lncRNAs Long non-coding RNAs 
Lys  Lisina 
m7G  7-Methylguanosine   
MEFs  Mouse Embryonic Fibroblasts  
MEK  MAP kinase kinase 
MYC  Myelocytomatosis viral oncogene homolog 
NF-κΒ  Nuclear Factor kB 
NHP2  NHP2 ribonucleoprotein 
NMD  Nonsense-mediated Decay 
NOP10  NOP10 ribonucleoprotein 
OCT4  Octamer 4  
PML  Promyelocytic Leukaemia Protein 
POT1  Protection of Telomeres Protein 1 
PRC2  Polycomb Repressive Complex 2 
PRDMs Histone Arginine Demethylases 
PRMTs  Histone Arginine Methyltransferases 
RAP1  Repressor Activator Protein 1 
Rb1  RB Transcriptional Corepressor 1 
Rbl1  RB Transcriptional Corepressor Like 1 
Rbl2  RB Transcriptional Corepressor Like 2 
R-loop  RNA Loop 
RNA  Ribonucleic Acid 
RNAPII  RNA Polymerase II 
SIRT6  Sirtuin 6 
Suv39h Suppressor of Variegation 3-9  
Suv4-20h Suppressor of Variegation 4-20 
TERRA  Telomeric repeat–containing RNA 
Terc  Telomerase RNA Component 
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TERT  Telomerase Reverse Transcriptase 
TIN2  TRF1 Interacting Protein 2 
T-Loop  Telomere Loop 
TPE  Telomere Position Effect 
TPP1  TINT1/PTOP/PIP1 
TRF1  Telomere Repeat Binding Factor 1   
TRF2  Telomere Repeat Binding Factor 2   
T-SCE  Telomere Sister-Chromatid Exchange 
ZSCAN4 Zinc Finger and SCAN domain containing 4 
3´-OH  3’-hydroxy group 
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Introducción 
1. Los telómeros 
1.1. Introducción, descubrimiento y estructura primaria 
El termino telómero deriva de los términos griegos telos (final) y meros (parte o porción) 
y se refiere a una estructura nucleoproteíca altamente heterocromatinizada al final de los 
cromosomas eucariotas y esencial para el mantenimiento de la estabilidad cromosómica al evitar 
que los finales de los cromosomas sean reconocidos como una rotura de doble cadena de DNA 
o double-strand breaks (DSBs). 
Los telómeros fueron descritos por primera vez por Hermman Muller y Barbara 
McClintock entre finales de los años 30 y principios de los 40, al estudiar los efectos de los rayos 
X en los cromosomas de Drosophila Melanogaster y de Zea mays. Basándose en estos estudios 
ellos concluyeron que el final de los cromosomas eran estructuras discretas y absolutamente 
necesarias para el mantenimiento de la estabilidad cromosómica 1,2. No fue hasta 1978 cuando 
la secuencia de los telómeros fue descrita por Elisabeth Blackburn y Joe Gall. Ellos descubrieron 
que la secuencia del final de los cromosomas del protozoo Tetrahymena thermophila consistía 
en un número variable de repeticiones en tándem de 6 nucleótidos TTGGGG y que 
potencialmente los telómeros de todas las especies estarían compuestos por repeticiones en 
tándem de secuencias de oligonucleótidos 3. Desde entonces, las secuencia teloméricas de 
muchos organismos han sido caracterizadas y con el tiempo ha quedado claro que en la mayoría 
de los casos los telómeros son estructuras altamente conservadas, constituidas por repeticiones 
en tándem de secuencias cortas ricas en nucleótidos de guanina 4.  
Una excepción importante y probablemente la más estudiada es el caso de los telómeros 
de Drosophila Melanogaster y otras especies del género, cuyos telómeros están constituidos por 
copias de tres retrotransposones distribuidos de forma aleatoria a lo largo de estas estructuras 5. 
1.2. El DNA telomérico 
Como se mencionó anteriormente una parte muy importante de los telómeros es su 
secuencia constituida por repeticiones de DNA en tándem de secuencias ricas en guanina. En el 
caso de todos los vertebrados donde la secuencia se ha identificado, estas repeticiones consisten 
en la secuencia TTAGGG 6. Al final de la doble cadena de DNA conformada por estas secuencias 
repetitivas se encuentra un fragmento protuberante de DNA de cadena simple que sobresale del 
extremo 3´. Este fragmento también denominado G-strand overhang (Figura 1), está compuesto 
por entre 150 y 200 nucleótidos y es esencial para la correcta función protectora del telómero 7,8. 
 El número de repeticiones de DNA en tándem en el telómero, también denominada 
longitud telomérica varía a lo largo de diferentes organismos y dentro de la misma especie 
dependiendo del estado de desarrollo, reduciéndose esta además con la edad. Es más, también 
es heterogénea dentro de un mismo organismo al ser dependiente del tipo celular 9,10. La longitud 
telomérica media en humanos varía entre las 5 y 15 Kb y en ratón entre 15 y 40 Kb 11–13. Esta 
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variación en la longitud telomérica no afecta al correcto funcionamiento del telómero, hasta que 
su tamaño alcance una longitud críticamente corta. Sin embargo, cuando esto ocurre los 
telómeros son reconocidos como DSBs y pierden su funcionalidad, culminando en un incremento 
de la inestabilidad genómica, la posible pérdida de información genética y en muchos casos la 
muerte celular por apoptosis o senescencia 14,15.  
1.3. El complejo de proteínas teloméricas, shelterinas o telosoma 
A pesar de la gran importancia que tiene la estructura del DNA telomérico y la longitud 
de la misma, esta no es suficiente para el mantenimiento telomérico, sino que requiere de la 
interacción con un complejo de seis proteínas denominadas shelterinas o telosoma 16,17 para la 
correcta protección telomérica. Los componentes de este complejo son los siguientes: telomere 
repeats factors 1 y 2 (TRF1 y TRF2), TRF1-interacting factor 2 (TIN2), protection of telomeres 1 
(POT1), POT1-TIN2 organizing protein 1 (TPP1) y repressor/activator protein 1 (RAP1) 16,18,19. 
1.3.1. Estructura del complejo shelterina  
TRF1, TRF2 y POT1 son los únicos componentes de este complejo que interaccionan 
directamente con el DNA telomérico, TRF1 y TRF2 con cadena doble de DNA y POT1 con 
cadena simple (G-strand overhang). TRF1 y TRF2 presentan un alto grado de homología y se 
unen al telómero en forma de homodímeros 20,21. Además de unirse al G-strand overhang POT1 
está conectado al complejo de shelterinas a través de su asociación directa con TPP1 22. La 
proteína encargada de anclar a todo el complejo es TIN2, que hace interaccionar al complejo 
formado por TPP1/POT1 con TRF1 y TRF2 a través de la interacción TRF1, TRF2 y TPP1 23–25. 
Finalmente, RAP1 es reclutado al telómero por su asociación con TRF2. 23–25 (Figura 2). Además 
de estás seis proteínas que forman el núcleo del complejo shelterina, muchas otras proteínas 
pueden interaccionar de forma transitoria con el telómero, la mayoría de ellas a través de la 
Figura 1. Estructuras de los telómeros. Representación esquemática del DNA telomérico, compuesto por 
repeticiones en tándem de la secuencia TTAGGG 
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interacción con las shelterinas, sobre todo con TRF1 y TRF2 23 y juegan un importante papel a 
la hora de la función protectora del telómero y su regulación.  
1.3. 2. Función telomérica de las shelterinas 
La correcta interacción de las shelterinas con el telómeros constituye el llamado capping 
telomérico, que es esencial para la protección del telómero, evitando su degradación y la fusión 
con otros cromosomas. Además, este capping telomérico y la acción específica de algunas de 
las proteínas que lo componen impide que el telómero sea reconocido como DSBs y por tanto la 
activación de la respuesta a daño en el DNA o DNA damage response (DDR) 16. Otro papel clave 
de algunas shelterinas es la regulación de la longitud telomérica como pueden ser el caso de 
TRF1 y TRF2 26, POT1 27, TIN2  y TPP1 28. Además de esto las shelterinas pueden tener otras 
funciones como TRF1 que juega un rol exclusivo facilitando la replicación del telómero 29,30 o 
POT1 que al ser la única shelterina que interacciona con el G-strand overhang es esencial para 
el mantenimiento del mismo 31 (Tabla 1). 
1.3.3. Función extratelomérica de las shelterinas 
Más allá de los roles de las shelterinas derivados de su interacción directa con el 
telómero, algunas de ellas presentan unión a otras partes del DNA y funciones no relacionadas 
con el mantenimiento del telómero. Esto es en parte debido a la existencia de repeticiones 
teloméricas en el interior de los cromosomas, formando las llamadas secuencias teloméricas 
intersticiales o Interstitial Telomeric Sequences (ITSs) 32. Estás regiones están especialmente 
enriquecidas en los subtelómeros (las regiones de DNA adyacentes al inicio de las repeticiones 
en tándem teloméricas), pero también están repartidas por el resto del genoma. Incluso pueden 
llegar a constituir grandes estructuras repetitivas normalmente asociadas a regiones 
heterocromatina pericentromérica en algunas especies 33,34. 
Un caso destacado es el de RAP1, que a pesar de que su unión al telómero no es directa 
sino derivada de su interacción con TRF2 23,24, se ha reportado que puede unirse de forma directa 
a regiones no teloméricas mayoritariamente a ITSs, aunque también puede unirse a regiones sin 
la secuencia telomérica. Estas uniones están enriquecidas en zonas subteloméricas mostrando 
un papel en el silenciamiento de genes subteloméricos y en el control de la expresión de genes 
no subteloméricos 35. Otra función más allá de su interacción con el telómero es la de ser un 
Figura 2. Estructura del complejo shelterina o telosoma. 
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importarte modulador del factor nuclear κB (NF-κΒ) a través de su presencia en el citoplasma de 
células humanas y su interacción con el inhibidor de NF-κΒ IKK 36. 
La presencia de TRF1 y TRF2 en ITSs también ha sido descrita en células humanas 37,38. 
Además, se ha sugerido que la interacción de TRF2 con los ITSs es importante para la 
organización nuclear de los telómeros a través de su interacción con la proteína de la envoltura 
nuclear lamin  A/C 39. Sin embargo, hasta ahora la unión de TRF1 en ITTs en células de ratón no 
se ha podido confirmar, es más en fibroblastos embrionarios de ratón o Mouse embryonic 
fibroblas (MEFs) se ha reportado que esta no ocurre 40. Recientemente, se ha descrito que TRF2 
es capaz de unirse a otras regiones de heterocromatina difíciles de replicar de forma no canónica 
y sin necesidad de la secuencia telomérica. Esta unión se da especialmente en los 
pericentrómeros y es requerida para la replicación de la heterocromatina pericentromérica y de 
otras regiones heterocromáticas a lo largo de todo el genoma (Tabla 1). 
2. Acortamiento telomérico y mecanismos de re-elongación telomérica 
2.1. El problema de replicar el final de los cromosomas 
El correcto mantenimiento de la longitud telomérica o su correcto capping son esenciales 
para la estabilidad del mismo y por lo tanto, para la integridad de los cromosomas. A pesar de 
esto el telómero se acorta durante cada división del ciclo celular como resultado de que la 
replicación del DNA por parte de las polimerasas del DNA es incompleta para moléculas de DNA 
lineal, como es el caso de los cromosomas de eucariotas 41,42. El mecanismo de este 
acortamiento se debe a la naturaleza antiparalela de las hebras de DNA, que conforman una 
doble cadena de DNA, y a que el mecanismo de replicación del DNA es típicamente 
semiconservativo y bidireccional. Las polimerasas de DNA solo pueden añadir nuevas bases a 
los extremos 3´de la hebra de DNA que se está sintetizando. En la cadena líder, la maquinaria 
de DNA puede funcionar continuamente, junto con la progresión de la horquilla de replicación en 
una dirección 5´-3´. En la cadena retrasada, sin embargo, las polimerasas de DNA se mueven 
en la dirección opuesta a la horquilla de replicación y por tanto, la síntesis de DNA se tiene que 
realizar de una manera discontinua. Además, en la horquilla de replicación de DNA, una vez 
Shelterina implicada Función telomérica
TRF1 Replicación telomérica
POT1 Protección del G-strand overhang
TRF1, TRF2, PPO1, RAP1 Inhibición de la respuesta por daño en el DNA
TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1 Regulación de la longitud telomérica
TRF1, TRF2, POT1, TIN2, TPP1, RAP1 Capping  telomérico
Shelterina implicada Función extratelomérica
TRF1, TRF2, RAP1 Unión a Interstitial Telomeric Sequences
RAP1 Control de la expresión génica
TRF2 Replicación y estabilidad extratelomérica
TRF2 Anclaje de los telómeros a la envoltura nuclear
Tabla 1. Función telomérica y extratelomérica de los componentes del complejo shelterina 
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abierta, unas polimerasas de RNA específicas denominadas primasas han de sintetizar 
pequeños oligonucleótidos de RNA complementarios a la cadena de DNA parental. Estos oligos 
denominados cebadores, son los que generan el extremo 3´-hidroxilo (3´-OH) que las 
polimerasas de DNA usan como sustrato para sintetizar la cadena retrasada. Esto resulta en 
unos fragmentos discontinuos de DNA denominados fragmentos de Okazaki en cuyas zonas 
intermedias aparecen los cebadores de RNA 43. Dichos fragmentos de RNA son luego 
degradados y los huecos son rellenados con su correspondiente secuencia en bases de DNA. 
Sin embargo, justo al extremo de los cromosomas, cuando el cebador de RNA es degradado, la 
polimerasa de DNA es incapaz de terminar de replicar el DNA por la ausencia de un extremo 3´-
OH. Esto da como resultado en que las cadenas de DNA de nueva síntesis son más cortas con 
cada división celular 44–46. Por otra parte, como la cadena líder se sintetiza de una manera 
completa, obteniéndose una molécula de DNA con extremos romos. Luego, el extremo 5´ de esta 
molécula es digerido por dos nucleasas (EXO1 and Apollo/SNM1B) para formar el G-strand 
overhand. Esto resulta en una cadena 5´ más corta y el acortamiento telomérico47–49. En 
resumen, los telómeros se acortan debido a la replicación discontinua de la cadena retrasada y 
la acción de nucleasas digiriendo la cadena líder. 
Este fenómeno conocido con el “problema en la replicación terminal” conlleva la pérdida 
de entre 50 y 200pb de los telómeros en cada división celular, resultando en un acortamiento 
telomérico relacionado con la edad o el número de divisiones celulares. Esto es una de las 
principales causas del envejecimiento tanto de células como de los organismos y conlleva la 
muerte celular una vez que las células alcanzan una longitud telomérica críticamente corta 46. 
Para resolver este problema y poder dividirse un mayor número de veces, en situaciones tanto 
fisiológicas como patológicas, algunas células (como pueden ser las células madre embrionarias, 
las células madre adultas, algunas células somáticas como los linfocitos durante la expansión 
monoclonal o las células cancerosas), pueden usar dos mecanismos que les permite alargar los 
telómeros. Estos son la acción de una enzima llamada telomerasa 50 o en ausencia de esta un 
mecanismo denominado alargamiento alternativo de los telómeros o Alternative Lengthening of 
Telomeres (ALT). 
2.2. Telomerasa 
La telomerasa es una retrotranscriptasa compuesta por una subunidad catalítica de 
carácter proteico llamada TERT y un componente de RNA no codificante denominado Terc que 
funciona como molde para la síntesis de novo de secuencias de repeticiones teloméricas en el 
telómero 50 (Figura 3). La telomerasa fue descrita por primera vez por Carol Greider y Elizabeth 
Blackburn en 1985 y actúa al reconocer el grupo 3´-OH del G-strand overhang, funcionando como 
una retrotranscriptasa y añadiendo repeticiones teloméricas al mismo extremo 50,51. Algunos 
componentes adicionales son necesarios para estabilizar el complejo, entre ellos se encuentra 
fundamentalmente la proteína DKC1 y otras proteínas de unión a RNA como NOP10 y NHP2 52–
55 (Figura 3). 
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El ciclo de acción de la telomerasa puede dividirse en tres pases principales: 1) 
Reconocimiento del grupo 3´-OH del G-strand overhang y unión de la enzima; 2) síntesis de la 
primera repetición telomérica en sentido 5´-3´; 3) Translocación de la enzima y unión de nuevo 
al sustrato usando un nuevo 3´-OH para empezar la siguiente ronda de síntesis 56. La telomerasa 
es capaz de realizar múltiples rondas de síntesis telomérica y que tiene cierto grado de 
procesividad 57. 
 La actividad de la telomerasa compensa el acortamiento telomérico de aquellas células 
donde se está expresando, como las células madre embrionarias, las células germinales, las 
células madre adultas y también en la gran mayoría de los tumores 58–62. En las células madres 
adultas, sin embargo, la actividad de la telomerasa no es capaz de mantener la longitud 
telomérica a través de las distintas divisiones celulares, por lo tanto sus telómeros se acortan, 
generando uno de los principales mecanismos moleculares causantes del envejecimiento 9,44,63. 
2.3. Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) 
Cuando la actividad telomerasa no está presente, existen algunos mecanismos menos 
frecuentes capaces de alargar los telómeros conocidos colectivamente como Alternative 
Lengthening of Telomeres (ALT), y que fueron descritos por primera vez en tumores 64. Estos 
mecanismos están basados en procesos de recombinación homóloga del DNA, entre telómeros 
o telómeros y subtelómeros (Figura 3). Sin embargo, los mecanismos moleculares detrás del 
ALT y la iniciación de los procesos de recombinación no están del todo claros y existen diferentes 
modelos que tratan de explicarlo 65,66.  
Una de las principales características asociadas al ALT es la presencia de telómeros con 
longitudes teloméricas muy heterogéneas dentro del mismo núcleo, con la presencia de 
telómeros extremadamente largos y telómeros cortos 67. Otra es la asociación de los telómeros 
con la proteína PML, formando los llamados cuerpos PML asociados al ALT o ALT-associated 
Figura 3. Mecanismos para alargar los telómeros. (A) Esquema de los componentes básicos de la telomerasa 
y de su unión al telómero. (B) Esquema del funcionamiento del Alternative Lengthening of Telomeres (ALT).  
A 
B 
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PML bodies (APBs) 64,67–69. Por último, debido al proceso de recombinación durante el ALT se 
producen unos círculos de DNA extracromosomales o c-circles 67,69.  
El ALT se encuentra principalmente en condiciones patológicas. Entre un 10-15% de los 
tumores elongan los telómeros por ALT, pero la distribución no es homogénea siendo la 
incidencia mayor en los sarcomas y el mecanismo de elongación telomérica mayoritario en 
ciertos tipos de tumores 70. Además, muchas líneas celulares inmortalizadas muestran ALT 
64,68,71. El ALT no está restringido a situaciones patológicas, ya que también se ha observado en 
algunas células embrionarias en eventos tempranos de desarrollo 72 y se ha demostrado que 
puede ser de gran importancia en el mantenimiento de la longitud de telomérica en iPSCs y ESCs 
en cultivo, estando este mecanismo asociado a la expresión de Zscan4 73,74. 
3. Cromatina telomérica y estructuras secundarias del telómero 
Más allá de las características descritas hasta ahora, los telómeros presenta otras capas 
de complejidad. Como otras regiones de DNA presentan nucleosomas 75,76 y estos están 
sometidos a una compleja regulación epigenética 77–81. También debido a su particular 
composición los telómeros presentan diferentes estructuras secundarias 8,82. Todos estos 
elementos son esenciales para el correcto mantenimiento y la funcionalidad del telómero. 
3.1. Introducción a la cromatina telomérica 
La cromatina es el complejo formado por el DNA y distintas proteínas. La unidad básica 
de la cromatina son los nucleosomas, que consiste en 146 pb de DNA envueltas alrededor de un 
octámero de proteínas de histona (H2A, H2B, H3 y H4). Uno de los principales mecanismos para 
regular la estructura de la cromatina son las modificaciones postraduccionales de las histonas y 
estos habitualmente se dan en los aminoácidos, lisina, arginina, serina, tirosina y treonina. Estas 
modificaciones per se pueden alterar la interacción entre las histonas y el DNA o servir como 
señal para el reclutamiento de complejos modificadores o remodeladores de la cromatina, 
resultando en cambios que pueden afectar a la compactación de la cromatina, la expresión 
génica u otras funciones del genoma78,83–86. 
Una de las modificaciones de las histonas más comunes e importante para el telómero 
es la adición de grupos metilos a una lisina 87o a una arginina 88. Las enzimas encargadas de 
realizar esta modificación son las arginina y lisina metiltransferasas (PRMTs y KMTs, 
respectivamente) o en conjuntos las histonas metiltransferasas (HMTases). Las encargadas de 
eliminarlas son las arginina y lisina desmetilasas (PRDMs y KDMs, respectivamente) 89–91. 
Dependiendo del contexto cromatínico y la interacción con distintos remodeladores de histonas, 
esta metilación de histonas puede estar asociada con la activación o la represión de la 
transcripción. La metilación de histonas además juega un papel esencial en la compactación de 
la cromatina, formando una cromatina altamente empaquetada denominada heterocromatina. 
Las marcas de histonas H3K9me3, H3K27me3, h3K79me3 y H4K20me3 están asociadas a 
regiones altamente heterocromatinizadas 92–100. 
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 Otra marca de histonas fundamental, también encontrada en ciertas ocasiones en los 
telómeros, es la adición de un grupo acetilo a una lisina. Estas marcas son establecidas por una 
serie de enzimas llamadas histona acetiltransferasas (HATs) y eliminadas por las denominadas 
histona deacetilasas (HDACs) 89–91. La acetilación de histonas disminuye la carga positiva que 
se encuentra habitualmente en las mismas, debilitando la interacción de las histonas con el DNA, 
descompactando la cromatina y generando la denominada eucromatina 101,102. 
 
La presencia de una estructura cromatínica altamente compactada o 
heterocromatinizada es una característica clásicamente asociada a los telómeros de levadura y 
mamíferos. Además, la heterocromatina telomérica no se encuentra limitada a las repeticiones 
teloméricas TTAGGG, sino que puede extenderse cientos de kilobases en dirección al 
centrómero, heterocromatinizando la región subtelomérica y silenciando la expresión de los 
genes ubicados en estas regiones. Este fenómeno es conocido como efecto de la posición 
telomérico o telomere position effect (TPE)77,103. Esta heterocromatina está caracterizada por la 
presencia de modificaciones de histona específicas y proteínas asociadas a la cromatina 
77,78,80,81,103 (Figura 4).  
 
Sin embargo, el concepto de que los telómeros son siempre estructuras altamente 
heterocromatinizadas está abierto a debate. Esto se debe principalmente a que estas 
conclusiones se basan en datos obtenidos mayoritariamente en telómeros de ratón 104, pero 
estudios hechos en células humanas muestran que sus telómeros están menos enriquecidos en 
marcas heterocromáticas de lo esperado 93,105–108. A pesar de esto, hay evidencias 
experimentales directas de que la presencia de estas marcas heterocromáticas en los telómeros 
humanos es esencial para el correcto funcionamiento de los mismos, al igual que pasa con los 
murinos 109–112. Otros datos que ponen de manifiesto que no todos los telómeros tiene que estar 
siempre altamente heterocromatinizados, es el hecho de que algunos organismos presentan otra 
serie de características. Estos pueden ser los casos de los telómeros de Drosophila 
Melanogaster y otras especies del género que, dependiendo del cromosoma, tienen telómeros 
con características de heterocromatina o de eucromatina 113 o el caso de los telómeros de 
Arabidopsis thaliana y otras plantas que muestran características tanto de cromatina 
heterocromática como eucromática 114,115. A esto se le suma que la cromatina telomérica puede 
ser más dinámica de lo que se pensaba en un principio y los telómeros pueden pasar de una 
conformación más heterocromática a más eucromática en determinadas ocasiones como el 
acortamiento telomérico o la reprogramación celular para la obtención de iPSCs 10,79 (Figura 5). 
De estos procesos se hablará más adelante en esta sección. 
3.2. Marcas y establecimiento de la heterocromatina telomérica 
Las histonas de la cromatina telomérica de los mamíferos están muy poco acetiladas y 
muestran características similares a otros elementos génicos repetitivos y heterocromáticos 
como pueden ser los pericentrómeros. Además de la falta de acetilación en las histonas, la 
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heterocromatina telomérica está caracterizado por la presencia de las marcas H3K9me3, 
H3K20me3 y la presencia de la proteína de la heterocromática 1 o Heterocromatin Protein 1 
(HP1) 103,109. 
 
Las encargadas de definir las marcas de cromatina en estas estructuras repetitivas son 
las HMTases Suv39h y Suv4-20h 116,117. Los telómeros y subtelómeros están enriquecidos en la 
marca H3K9me3, que es sintetizada por Suv39h1 y Suv39h2. La presencia de la marca H3K9m3 
genera un sitio de unión con alta afinidad para HP1, siendo uno de los primeros eventos 
secuenciales para la heterocromatinización del telómero 80,118,119. Posteriormente HP1 
interaccionaría con Suv4-20h1 y Suv4-20h2 y establecen la marca H4K20m3 en el telómero, 
completando el proceso de heterocromatinización 103,120,121 (Figura 4). Otras dos vías que 
favorecen el depósito de H4K20me3 en el telómero han sido descritas, siendo la primera mediada 
por la familia de las proteínas supresoras de tumores RB (Rb1, Rbl1 y Rbl2), que directamente 
interaccionarían con Suv4-20h reclutándola al telómero 122–126. La segunda estaría mediada por 
la HMTase DotL, que sintetizaría la marca H3K79me2, y esta sería capaz de favorecer el 
establecimiento de H4K20me3 97 (Figura 4).  
 Pero no solo la correcta deposición de marcas de het  erocromatina es necesaria para 
la correcta formación de la cromatina telomérica, como se ha mencionado antes, el telómero 
presenta muy poca cantidad  de histonas a  cetiladas y esta desacetilación también es importante 
para su funcionamiento. La principal responsable de esto es la HDAC SIRT6, que es capaz de 
Figura 4. Proceso de heterocromatinización del telómero. Representación esquemática proceso de 
heterocromatinización del telómero y de las marcas epigenéticas asociadas al mismo. (Adaptada de Shoeftner 
and Blasco, 2010). 
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eliminar los grupos acetilos de las marcas H3K9ac, H3k18ac y H3K56ac, siendo la más frecuente 
en el telómero la H3K9ac 109,110,127 (Figura 4).  
 
La última característica importante de la cromatina telomérica es la metilación de 
citosinas, que también ha estado clásicamente asociada con la heterocromatina y el 
silenciamiento de la expresión génica. Esta no puede ocurrir directamente en las repeticiones 
teloméricas TTAGG debido a la ausencia de parejas de CG, que es el sustrato necesario para 
estas metilaciones. En cambio, los subtelómeros de mamíferos están fuertemente metilados, y 
esta metilación es producida por las metilasas de DNA DNMT1, DNMT3a y DNMT3b 11,81,128,129 
(Figura 4). A pesar de no estar en los telómeros esta metilación es importante para el 
mantenimiento de los mismos. 
  
3.3. Consecuencias de la pérdida de la heterocromatina telomérica 
Distintos modelos tantos de ratón in vivo como celulares han puesto de manifiesto la gran 
importancia de la correcta heterocromatinización para el correcto funcionamiento del telómero. 
El efecto más estudiado, es su gran importancia para la regulación de la longitud telomérica. Esto 
deriva de evidencias experimentales donde se han eliminado proteínas o complejos necesarios 
para el correcto ensamble de la heterocromatina telomérica, como puede ser el caso de las 
HMTases Suv39h y Suv4-20h, las proteínas de la familia Rb o también de aquellas 
metiltransferasas encargadas de la metilación del DNA subtelomérico 79–81,103,122,123. Junto con la 
pérdida de la heterocromatina telomérica o subtelomérica derivada de eliminar estos 
moduladores, se observa un gran incremento de la recombinación entre cromátidas hermanas 
en el telómero o Telomere Sister-Chromatid Exchange (T-SCE), dando lugar a unos telómeros 
aberrantemente largos, siendo esta elongación mediada muy posiblemente por la activación del 
ALT 81,103. Además, de acuerdo con la activación del ALT en estos modelos, se observa un gran 
incremento de los APBs, que como se comentó en la sección 2.3, es una característica 
importante del ALT 79–81,103,130. A pesar de esto cabe destacar que HP1, proteína esencial para la 
heterocromatinización del telómero, puede jugar un doble papel en el establecimiento de ALT, al 
ser también esencial para la formación de los APBs 131. 
Otra función importante de la cromatina telomérica es el TPE. De hecho, la eliminación 
de SIRT6, encargada de la desacetilación de las histonas teloméricas y subteloméricas, 
principalmente al estabilizar la marca H3K9ac, causa una reactivación de la expresión de los 
genes subteloméricos 132. Otra evidencia es que en ESC tratadas con inhibidores de HDACs, 
también se observa una pérdida del TPE y una elongación de los telómeros, probablemente 
también asociada con el ALT como en los casos anteriores 109. Otro factor importante para el 
mantenimiento del TPE es la metilación del subtelómero, ya que la eliminación de la misma 
también afecta negativamente a este mecanismo 76,81,133–135. 
Por último, otro mecanismo potencialmente asociado a la heterocromatina telomérica 
sería la actividad de la telomerasa y la protección telomérica. Esto se ha abordado directamente 
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en células humanas, donde se ha sobreexpresado la proteína HP1, fusiona con TRF1, por lo 
tanto, consiguieron depositar HP1 exclusivamente en el telómero, heterocromatinizándolo de 
forma artificial. La consecuencia de esto es un incremento en la protección al daño en el DNA, 
pero también una inhibición de la actividad telomerasa en el mismo 112. 
En resumen, un telómero muy heterocromatinizado o compactado, presentaría una 
mayor protección frente al daño y un correcto TPE, mientras que un telómero más eucromático 
sería más dado a la activación de ALT y más accesible para la telomerasa. Esto es especialmente 
interesante porque la cromatina telomérica puede cambiar entre un estado y otro dependiendo 
del contexto celular, como en el caso de la reprogramación celular o el acortamiento telomérico 
(Figura 5). 
3.4. Cambios fisiológicos y patológicos en la cromatina telomérica  
El acortamiento telomérico produce grandes cambios en la compactación telomérica, 
ESCs sin Dicer 1 presentan telómeros mucho más largos y esto se asocia con un incremento de 
la compactación telomérica 79. En el caso contrario, la sobreexpresión de modulares negativos 
de la longitud telomérica como puede ser TRF2 en células de ratón, resulta en un acortamiento 
telomérico y una pérdida de las marcas asociadas a la heterocromatina telomérica 136. Todo esto 
se ha abordado directamente usando células KO para TERC, estas células presentan una 
pérdida progresiva de la longitud telomérica, acompañada de la pérdida de las marcas de 
heterocromática y ganancia de H3K9ac. Todo esto a su vez correlaciona con un aumento en el 
número de T-SCE, asociado a un aumento de ALT 79. Estos datos sugieren un modelo, según el 
cual, durante la vida de un organismo, sus telómeros se van acortando. Esto se asocia con una 
Figura 5. Cambios en la composición de la epigenética telomérica. Esquema que muestra los cambios en la 
epigenética del telómero tras distintos eventos celulares y sus consecuencias funcionales. 
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pérdida de la compactación telomérica, lo que podría favorecer el rescate de esta longitud, 
mediante ALT y haciendo a los telómeros más accesibles para la telomerasa (Figura 5).  
También se ha visto que procesos de diferenciación celular o el proceso de 
reprogramación (por el cual una célula puede ganar las características de una célula madre 
embrionaria (ESC) pluripotente generando las denominadas induced pluripotent stem cells 
(iPSCs)) pueden generar cambios en la longitud y epigenética del telómero. De hecho, la 
compactación telomérica es mayor en MEFs, que en las ESC de los cuales se originan. 10,103. El 
proceso de reprogramación está acompañado por un proceso de elongación telomérica mediado 
por la telomerasa, que continua hasta que se alcanza una longitud telomérica similar a la de las 
ESC. Esto se acompaña con una pérdida de la cantidad de HP1, H3K9me3 y H3K20me3 en el 
telómero y una ganancia de H3K9ac, una composición de la cromatina telomérica más similar a 
la encontrada en las ESCs 10. Esto evdencia un proceso de rejuvenecimiento de los telómeros 
durante el paso de MEF hasta iPSCs, en los que estos ganan una serie de características más 
similares a los de las ESC, incluyendo una cromatina más abierta (Figura 5).  
A parte de en estas condiciones no patológicas, ciertas mutaciones en los factores 
necesarios para la correcta compactación de la cromatina, como la pérdida de la deposición de 
H3K20me3 por cambios en la expresión de Suv4-20h o de Suv39h, o la pérdida de la metilación 
del subtelómero se podrían encontrar en situaciones patológicas. Igual que ocurre en las células 
de ratón, esto podría estar asociado con una pérdida del TPE o una elongación telomérica 
anómala vía ALT, que podría ser importante para los eventos de tumorogénesis o tener 
importancia en el envejecimiento 134,137,138. Sin embargo, debido a los grandes cambios por todo 
el genoma que ocurren tras la mutación en factores importantes para la remodelación de la 
cromatina, es difícil asociar un posible papel de los mismos meramente a su efecto sobre el 
telómero. A pesar de todo esto, hay ejemplos de que la pérdida de la regulación de genes 
controlados por TPE, puede ser importante para algunas enfermedades humanas 133,139,140. 
3.5. Estructuras secundarias del telómero  
Además de la cromatina telomérica, debido a sus singulares características, el telómero 
presenta ciertas estructuras secundarias, siendo las más importantes la formación de G-
cuádruplex y el T-loop. 
La cadena rica en guaninas del telómero, puedo formar unas estructuras denominadas 
G-cuádruplex o G4 82. Los G-cuádruplex son estructuras en los que cuatro guaninas se agrupan 
entre ellas de forma espontánea a través de unos enlaces no canónicos denominados enlaces 
de Hoogsteen (Figura 6). Estas estructuras solo requieren de la repetición telomérica, 
formándose incluso sin la presencia de shelterinas 141,142. Aunque su funcionamiento no está 
claro, ha sido asociado a la protección telomérica y a la regulación de la actividad telomerasa 143.  
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En cambio, el llamado T-loop es una estructura de DNA y proteína que ocurre cuando el 
G-strand overhand invade la doble hebra de DNA telomérico, formando el T-loop. Para esta 
formación es esencial la interacción con el complejo shelterina 8,144,145 (Figura 6). Esta estructura 
evita que el final del telómero sea reconocido como DSB y lo protege de su degradación 8,145.  
4. Telomeric repeat-containing RNA (TERRA) 
4.1. Introducción y características de TERRA 
Debido a la alta heterocromatinización del telómero, la presencia de estructuras 
secundarias y el efecto que esto produce en el silenciamiento subtelomérico (TPE) 77,103, 
tradicionalmente se ha pensado que los telómero eran transcripcionalmente inactivos. Sin 
embargo, los telómeros pueden ser transcritos en unos RNAs largos no codificantes o long non-
coding RNAs (lncRNAs), enriquecidos en la secuencia telomérica UUAGGG y por tanto 
denominados Telomeric repeat-containg RNA o TERRA. Estos transcriptos se han descrito en 
multitud de organismos eucariotas muy alejados evolutivamente entre ellos, como pueden ser, 
organismos simples como protozoos y levaduras 146–149 hasta un amplio rango de eucariotas 
pluricelulares; plantas, moscas 113,150 y también en vertebrados, humanos, ratones y en pez cebra 
151,152, poniendo de manifiesto la gran conservación evolutiva de la transcripción telomérica. El 
descubrimiento de dicha transcripción telomérica supuso añadir una nueva capa de complejidad 
a la biología del telómero, y el estudio de la función de TERRA ha supuesto uno de los grandes 
retos de este campo, habiéndose asignado a TERRA multitud de funciones, no estrictamente 
relacionas entre ellas a lo largo de los años y difíciles de confirmar por la falta de modelos 
genéticos.  
A 
B C 
Invasión del G-strand overhand 
T-loop 
Figura 6. Estructuras secundarias del telómero. (A) Estructura del T-loop. (B) Imagen de microscopía 
electrónica donde se observa el T-loop en células HeLa (Griffith et al., 1999). (C) Estructural del G-cuádruplex o 
G4. 
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En mamífero, TERRA es transcrito desde la región subtelomérica hasta el telómero, es 
decir, en dirección centrómero-telómero, usando exclusivamente la hebra rica en G del telómero 
como hebra codificante y la rica en C como hebra molde 153. Esto hace que una de las principales 
características de TERRA sea una secuencia de RNA híbrida, conteniendo tanto una secuencia 
de RNA correspondiente al subtelómero en su inicio 5´ y la repetición telomérica UUAGGG en 
su terminación 3´ 151,152. Además de esto, las moléculas de TERRA son heterogéneas en tamaño, 
como indica su detección por Northern. Así se observan un continuo de moléculas de RNA que 
van desde los 100 nucleótidos hasta las 9 Kb 151,152. (Figura 7). Estos transcritos son nucleares, 
y cuando se detecta por RNA-FISH revelan un patrón nuclear discreto y punteado, que co-
localizan en un 30% de los casos con los telómeros 151,152 (Figura 7). Aunque otras RNA 
polimerasas pueden contribuir parcialmente en la expresión de TERRA, esta es llevada a cabo 
Figura 7. Telomeric repeat-containing RNA (TERRA). (A) Esquema que muestra el proceso de transcripción de 
TERRA a partir del telómero por la RNA polimerasa II (RNA Pol II) y sus características. (B) Northern Blot contra 
la repetición telomérico de TERRA en MEF, IPS de ratón e IPS donde se ha silenciado TRF1 (Marion, Montero et 
al. 2019) (C) Imagen de microscopía confocal de un RNA-FISH contra las repeticiones teloméricas de TERRA (en 
verde) en células humanas U2OS. (DAPI en azul). 
A 
B C 
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de forma mayoritaria por la RNAPII, por lo que TERRA también tiene características típicas de 
los RNAs transcritos por la misma, la presencia de una caperuza (m7G) en el extremo 5´y el 7% 
de los TERRA totales están poliadenilados 152,154 (Figura 7).  
4.2. Regulación de TERRA 
Un hecho que pone de manifiesto la importancia potencial que puede tener TERRA, es 
el hecho de su expresión y abundancia están altamente controladas. Una de las primeras 
observaciones sobre esto, es que TERRA está regulado a lo largo del ciclo celular, alcanzando 
su máxima abundancia en la fase G1 y decreciendo a lo largo de la fase S 154. TERRA presenta 
una regulación pre-transcripcional mediada por distintos factors de transcripción, siendo uno de 
los más importantes y de los primeros descritos CTCF 155,156. El estado epigenético del telómero, 
también influye en este tipo de regulación, por ejemplo, tanto la metilación del DNA 
subtelomérico, como la presencia de las marcas de heterocromatina H3k9me3, H4K20me3 y 
HP1 reprimen la expresión de TERRA, mientras que la marca de la eucromatina H3k9ac, la 
promueve 152,157–159. Además de la heterocromatinización del telómero, la presencia de algunas 
shelterinas en el mismo también regula los niveles de TERRA en ciertos tipos celulares, como 
ocurre con el caso TRF2, cuya eliminación incrementa los niveles de TERRA 160. Esto apunta al 
hecho de que situaciones donde la estructura del telómero cambia, podría afectar a la expresión 
de TERRA y de hecho, durante el acortamiento telomérico y la reprogramación celular, donde la 
cromatina telomérica se eucromatiniza, la expresión de TERRA aumenta 10,159. Además, algunos 
tipos celulares tradicionalmente asociados a una cromatina telomérica menos 
heterocromanizada, presentan niveles de TERRA especialmente altos, como es el caso de las 
ESC o las células con actividad ALT 10,161–163. Una vez transcrito, la estabilidad de las moléculas 
de TERRA, también está regulada. Por ejemplo, los transcritos de TERRA poliadenilados 
presentan una vida media mayor que los que no lo están 152,154 y esto parece estar mediado por 
la maquinaria del nonsense-mediated decay (NMD) 151,164. Finalmente, la interacción con distintas 
proteínas de unión a RNA, también regulan la estabilidad de TERRA, siendo uno de los ejemplos 
más importantes el de la familia de las hnRNPs 165. 
4.3. Funciones de TERRA 
Desde su descubrimiento muchas funciones tanto teloméricas como no teloméricas y 
con posibles mecanismos independientes entre ellas se han asociado a TERRA, estando la 
mayoría de ellas basada en ensayos in vitro, por la ausencia de modelos genéticos KO para 
TERRA. Una de esas primeras funciones fue la del mantenimiento de la longitud telomérica. Con 
respecto al mantenimiento de la longitud telomérica mediado por la telomerasa, distintas 
evidencias han sugerido roles opuestos de TERRA. In vitro se ha demostrado que TERRA es un 
potente inhibidor de la telomerasa 152,166 y de hecho el silenciamiento de TERRA en ESCs, 
incrementa la elongación telomérica 167. En oposición a esto células humanas con altos niveles 
de TERRA son capaces de elongar los telómeros por telomerasa de forma adecuada 158. 
Además, se ha visto que la acumulación de TERRA en telómeros cortos en levadura favorecía 
el reclutamiento de la telomerasa 168. Con respecto al ALT, telómeros con más unión de TERRA 
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favorecen la recombinación de los mismos y su elongación 169,170 y este mecanismo estará 
asociado a la formación de R-loops, (unas estructuras híbridas que se forma cuando por 
homología de bases, una cadena de RNA interacciona con una hebra de DNA, desplazando a la 
hebra contraria), aunque un exceso de estos R-loops, crearía demasiada recombinación y la 
pérdida de secuencias teloméricas 163. Otro mecanismo por el que TERRA podría mediar la 
longitud telomérica sería a través de su papel en la correcta replicación del telómero 171. 
Otra función importante de TERRA sería el mantenimiento de la estabilidad del telómero, 
esta observación se realizó mediante el silenciamiento de TERRA y el hecho de que este 
silenciamiento causa un incremento del daño telomérico 172,173. Además, en ESCs, este 
mecanismo parece estar asociado al desplazamiento de ATRX mediado por TERRA en el 
telómero 167. Pero TERRA también podría tener la función contraria y favorecer la inestabilidad 
telomérica por la formación de R-loops en el mismo 174,175. 
Finalmente, el último rol asociado a TERRA en el mantenimiento del telómero, ha sido el 
de favorecer la correcta heterocromatinización del mismo. En mamífero TERRA es capaz de 
interaccionar con marcas de heterocromatina telomérica como H3K9me3 y HP1 173 y con 
Suv39h1 160. El silenciamiento de TERRA además favorece la pérdida de la heterocromatina 
telomérica 173 y el incremento de su expresión a través del aumento del daño telomérico coincide 
con una ganancia de H3K9me3 en el telómero 160. Además, esta función epigenética podría no 
estar limitada al telómero y se ha visto que TERRA además podría regular la expresión génica. 
Al aumentar la cantidad de repeticiones teloméricas de RNA en células humanas de cáncer, se 
genera un cambio general de la expresión génica y esto podría estar causado por la formación 
de G-cuádruplex entre TERRA y distintos promotores 176. Además, se ha identificado que TERRA 
es capaz de unirse a distintas zonas extrateloméricas, asociadas a la marca H3K9me3 y 
H3K27me3 (una marca de heterocromatina sintetizada de forma exclusiva por el complejo PRC2) 
y su silenciamiento cambia la expresión génica global en ESC, en un mecanismo probablemente 
mediado por ATRX 167. 
4.4. Origen cromosómico de la transcripción telomérica 
Aunque se han descrito una gran multitud de funciones para TERRA, estas están 
principalmente basadas en estudios in vitro. Esto es debido a que en los organismos donde se 
ha identificado la presencia de TERRA, la caracterización se ha hecho principalmente a través 
de la identificación de su secuencia telomérica de RNA, pero el origen genómico de TERRA y la 
secuencia subtelomérica que lo compone no está claro. Un aspecto a debate es si todos o 
muchos telómeros se transcriben, si lo hacen con la misma eficiencia o son solo unos pocos los 
que dan origen a la expresión de TERRA. Además, esta localización genómica no parece estar 
conservada entre especies. 
En Saccharomyces cerevisiae, originalmente se describió que se transcribían de unos 
telómeros que contenían el llamado elemento Y´, que es un secuencia repetitiva, conservada y 
presente en aproximadamente el 50% de los telómeros de este organismo, aunque también de 
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los telómeros que no lo contenían. El extremo 5´de TERRA que contiene el elemento Y´ es 
relativamente homogéneo, lo que fundamenta la idea de que hay un sitio de inicio de la 
transcripción definido 147. Más tarde se caracterizaron siete orígenes transcripcionales concretos 
177 y por último se han encontrado evidencias de que en este organismo TERRA no se transcribe 
a lo vez de todos sus posibles orígenes, sino de un solo locus cada vez 168. 
En ratón, se ha caracterizado en iPSCs y en MEFs dos locus distintos, el telómero 18q y 
el 9q, siendo este primero el origen principal de los TERRA totales. Además, los transcritos del 
cromosoma 18q pueden unirse a todos los telómeros en trans, y su silenciamiento causa un 
incremento general del daño telomérico, siendo la primera prueba de que los TERRA de un solo 
locus pueden ejercer funciones en todos los telómeros 172. De una forma similar en ESCs, se 
describió que el origen principal de TERRA era la región pseudoautosómica de los cromosomas 
X e Y 178. Posteriormente al mapearse los sitios de unión extrateloméricos por CHIRT-seq en 
ESCs, ambos estudios se vieron parcialmente confirmados, al ser estos tres subtelómeros los 
más altamente unidos por TERRA 167. 
En humano en cambio los primeros promotores de TERRA caracterizados fueron 
promotores basados en islas CpG, caracterizadas por la presencia de las llamadas repeticiones 
61-29-37 y localizadas directamente antes del inicio transcripcional de TERRA, encontrándose 
estos en 18 posibles subtelómeros 157. Posteriormente usándose técnicas de pull-down de RNA, 
seguidos de RNA-seq, se caracterizaron 18 posibles orígenes de TERRA en células HeLa. Estos 
18 presentaban dos tipos distintos, aquellos donde la transcripción empezaba entre 5-10 Kb del 
telómero y aquellos donde empezaba a 1Kb o menos 160. Pero más allá de la secuenciación, en 
este trabajo, no se aportó ninguna evidencia de que los transcritos derivados del mismo, 
presentaran características propias de TERRA. El primer gran objetivo de esta tesis, ha sido 
caracterizar si alguno de estos loci presentaba características propias de TERRA, para poder 
identificar un locus claro en humanos. Esto tiene el objetivo de generar células humanas KO para 
TERRA y usarlas para esclarecer la función de TERRA en la biología del telómero. 
5. Telómeros y pluripotencia 
5.1. Introducción, ESCs y iPSCs  
Las células madre embrionarias o Embryonic Stem Cells (ESCs), son células 
pluripotentes con capacidad de autoregenerarse y que se pueden diferenciar en cualquiera de 
las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo o endodermo). Estas células derivan del 
embrioblasto (Inner cell mass, ICM) de los blastocitos, un estado temprano del embrión antes de 
su implantación, y tanto las derivadas de ratón como las de humano se pueden cultivar in vitro 
179–181. Estas células en cultivo normalmente están en el estado denominado primed, que 
representaría el estado de las células del epiblasto tras su implantación, pero se pueden llevar a 
un estado preimplancion también denomina naïve tras la adición de 2i, un conjunto de dos 
inhibidores (para MEK y GSK3), mostrando estos dos estados unas características epigenéticas 
y funcionales muy distintas 182,183. 
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Durante el desarrollo, estas células se diferencian y pierden gradualmente su capacidad 
de autoregeneración y su pluripotencia. Sin embargo, las células ya diferenciadas, pueden 
devolverse a un estado más pluripotente, mediante un mecanismo denominado reprogramación 
nuclear, que conlleva grandes cambios en la estructura de la cromatina y la expresión génica 184–
187. La reprogramación nuclear puede conseguirse de tres maneras, la primera de ellas es la 
transferencia nuclear de células somáticas, que consiste en la inserción de un núcleo de una 
célula somática a un ovocito enucleado de la misma especie 188. La segunda es la fusión de una 
célula diferenciada con una ESC 189. Y finalmente el método más reciente y más prometedor es 
el denominado como reprogramación celular y consiste en la reprogramación directa de una 
célula diferenciada a través de la expresión ectópica de unos factores transcripcionales 
(denominados factores de Yamanaka), dando origen a unas células con características similares 
a las de las ESCs, denominadas células madre pluripotentes inducidas o Induced Pluripotent 
Stem Cells (iPS or iPSCs) 190. 
 
Las iPSCs al igual que las ESCs, presenta la capacidad de autoregenerarse y 
diferenciarse en cualquiera de las tres capas germinales, además de poder contribuir a la 
generación de ratones quiméricos y a la línea germinal de los mismos 190. Las iPSCs tanto 
murinas como humanas, presentan características, morfológicas, moléculas, de crecimiento y de 
diferenciación muy similares a las de las ESCs, incluyendo patrones similares de expresión 
génica y epigenéticos 191,192. 
 
5.2. Importancia de la telomerasa en reprogramación y pluripotencia 
Tanto las ESCs como las iPSCs, se pueden dividir en cultivo de forma infinita, esta 
capacidad ilimitada de proliferación, requiere de una gran integridad genómica y por tanto de la 
elongación del telómero y de su correcto mantenimiento. Este fenómeno se ha explorado 
ampliamente poniéndose de manifiesto que el telómero es un componente esencial en el 
mantenimiento de estas células y en el proceso de reprogramación.  
Una de las mayores pruebas de esto es que tanto las iPSCs como las ESCs muestran 
altos niveles de actividad telomerasa 190,193. Además, los factores de Yamanaka son importantes 
para la regulación de la expresión de la telomerasa durante la reprogramación. C-MYC, activa la 
expresión de TERT 194–196, pero su expresión ectópica no es esencial para el proceso de 
reprogramación o la activación de la telomerasa 10,197. KLF4 activa la expresión de la telomerasa 
al unirse a su promotor tanto en cancer como en ESCs 198 y también mediante el reclutamiento 
de la β-catenina 199. De la misma forma, la unión de OCT4 y NANOG a dicho promotor, ha sido 
descrito en iPSCs humanas y ESCs murinas 200. Sin embargo, la expresión murina de TERT solo 
se incrementa moderadamente durante el proceso de reprogramación, mientras que en células 
humanas TERT aumenta su expresión de forma drástica 201. 
La elongación de los telómeros mediada por telomerasa en las iPSCs ocurre 
principalmente tras el proceso de reprogramación 10,200. Las iPSCs de ratón muestran una 
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elongación telomérica moderada a pases cortos, con respecto a los MEFs parentales, pero esta 
longitud va aumentando progresivamente con los pases, hasta alcanzar una longitud similar a la 
de las ESCs 10. Aunque el principal mecanismo para la elongación telomérica en ESCs y en 
iPSCs durante la reprogramación está mediado por la actividad telomerasa, el ALT también se 
ha visto implicado en este proceso. De hecho, se observan más T-SCE en ESCs y en iPSCs que 
en MEFs 10 y este mecanismo puede ser fundamental en el mantenimiento de la longitud de 
telomérica en iPSCs y ESCs en cultivo, estando asociado a la expresión de Zscan4 73,74. Además 
de en la longitud telomérica, como ya se mencionó en el apartado 3.4, durante la reprogramación, 
las IPSCs sufren un cambio en su cromatina telomérica, pareciéndose esta más a las de las 
ESCs, que a la de los MEFs, es decir, presentan una pérdida de marcas de heterocromatina y 
una ganancia de marcas de eucromatina telomérica 10,79. 
Pero las demostraciones más claras de la relevancia de la elongación telomérica durante 
la reprogramación y para el mantenimiento de la pluripotencia, se han conseguido a través de la 
sobreexpresión o eliminación de componente de la telomerasa. Tanto las ESCs como las iPSCs 
humanas y de ratón con telómeros cortos, debido a la eliminación de TERT o TERC muestras 
problemas a la hora de la diferenciación y una pérdida de la pluripotencia 10,202,203. En contraste 
con esto, la sobreexpresión de TERT en ESCs, confiere a estas células ventaja proliferativa, 
protección contra el daño oxidativo y favorece la correcta diferenciación 204,205. Además, la 
eliminación de la telomerasa, genera una gran disminución en la eficiancia de reprogramación, 
tanto en la reprogramación in vitro, como in vivo 10,206. En el caso contrario, se ha descrito que la 
sobreexpresión de TERT en queratinocitos humanos, favorece la eficiencia de la reprogramación 
207. 
5.3. TRF1, pluripotencia y reprogramación 
Pero no solo la telomerasa es importante para la pluripotencia y la correcta generación 
de iPSCs, otros componentes del telómero, también lo son, como es el caso de las shelterinas. 
Algunos ejemplos de esto son que TPP1 es necesario para la elongación del telómero, al facilitar 
el reclutamiento de la telomerasa durante la reprogramación y que se haya visto que TRF1 y 
TRF2 son marcadores de células madre y que están sobreexpresados en ESCs y en iPSCs 
208,209. 
En particular, se ha visto que TRF1 podría tener una gran importancia en estos estos 
fenómenos. Una de las primeras pruebas de esto, es que los ratones KO para TRF1 presentan 
letalidad embrionaria, y esta ocurre en eventos muy tempranos de desarrollo, en concreto en el 
estado de blastocito. Además, estos blastocitos no presentan ningún defecto telomérico, ni en la 
longitud telomérica ni en el daño telomérico 210. TRF1 es uno de los genes que presentan más 
sobreexpresión en ESCs y iPSCs y durante la reprogramación in vitro e in vivo) 206,209,211,212. Y 
esta alta expresión está asociada a eventos tempranos de la generación de las ESCs, 
coincidiendo con una alta expresión de SOX2 y OCT4 213. Además, OCT4 se une directamente 
al promotor de TRF1 y modula su expresión en células pluripotentes 209. Por último, sin TRF1, el 
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proceso de reprogramación no puede ocurrir in vitro 209, y su silenciamiento a través de 
inhibidores, baja la eficiencia de reprogramación in vivo 206.  
 
Todos estos datos ponen de manifiesto la gran importancia de TRF1 para el correcto 
mantenimiento de la pluripotencia y el proceso de reprogramación, y dejan ver que esto podría 
estar medido por un mecanismo distinto a la de la protección telomérica. Entender si este 
mecanismo existe y la caracterización del mismo, es el segundo gran objetivo de esta tesis 
doctoral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
 
 
 
  
  
 
 
Objetivos 
31 
 
Objetivos 
 
Estudiar el papel de los Telomeric repeat–containing RNA (TERRA) en la biología del 
telómero. Con este propósito nuestros objetivos son: 
-Encontrar locus que transcriban TERRA en células humanas. 
-Caracterizar el promotor de estos locus. 
-Generar células humanas TERRA KO. 
-Estudiar el papel de TERRA en la estabilidad y longitud telomérica. 
-Estudiar el papel de TERRA en la epigenética del telómero. 
 
Estudiar el papel de la proteína telomérica TRF1 en el mantenimiento de la pluripotencia. 
Con este propósito nuestros objetivos son: 
-Caracterizar los cambios transcripcionales asociados al silenciamiento de TRF1 en IPSCs. 
-Confirmar que estos cambios no son debidos a un incremento en el daño telomérico. 
-Identificar los cambios epigenéticos que desencadenan de los cambios de expresión. 
-Estudiar el mecanismo que genera estos cambios epigenéticos y de expresión. 
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Artículo 1: Telomeric RNAs are essential to maintain telomeres. 
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(* Estos autores han contribuido de igual manera al manuscrito). 
 
Publicado en Nature Communications. 17 de agosto de 2016. 7, número de artículo: 12534 
 
 
Resumen: 
 Los telómeros son estructuras nucleoprotéicas altamente heterocromatizadas situadas 
al final de los cromosomas eucariotas y que protegen a los mismos de ser reconocidos como 
daño en el DNA. A pesar de su alta heterocromatinización, los telómeros son capaces de 
transcribirse en unas lncRNAs conocidos como Telomeric repeat-containing RNA (TERRA). 
Desde su descubrimiento muchas funciones han sido asignadas a TERRA, pero a pesar de ello, 
pocas se han podido validar en modelos celulares debido a la falta de modelos knock-out (KO) 
para TERRA. Esta falta de modelos KO está causada porque se desconocía los loci a partir de 
los cuales TERRA se transcribía. 
 Para tratar de solventar este problema, en este estudio nos enfocamos en confirmar la 
presencia de características propias de TERRA en los 18 loci previamente propuestos como 
inicios transcripcionales de TERRA en humanos. Sorprendentemente vimos que el 83,3% de 
estos locus se encontraban en subtelómeros estructuralmente conservados. Cuando evaluamos 
por distintas metodologías (RNA-FISH y Northern) si los transcritos procedentes de estas 
regiones presentaban características típicas de TERRA, no pudimos encontrar ninguna. En 
cambio, los transcritos procedentes del subtelómero 20q y Xp si presentaban características 
propias de TERRA. Posteriormente generamos líneas celulares humanas de cáncer U2OS que 
mantenían los telómeros por ALT, en las que eliminamos en homocigosis las regiones 20q o Xp 
mediante la tecnología CRISPR. El KO del locus Xp no afectaba los niveles de TERRA totales. 
Sin embargo, el KO de la región 20q disminuye los niveles de TERRA drásticamente, indicando 
que esta región es un bona fide locus de TERRA. 
 Usando las líneas células U2OS 20q-TERRA KO, hemos estudiamos el efecto de la 
eliminación de TERRA en el mantenimiento del telómero. En concreto observamos una 
disminución de la longitud telomérica, un aumento del daño en el DNA total y el DNA telomérico. 
Además, vimos un aumento de la inestabilidad génica en las células 20q-TERRA KO con 
respecto a las WT. 
 En conclusión, en este estudio hemos generado por primera vez en cualquier organismo, 
un KO para un locus de TERRA, lo que nos ha permitido describir el papel crítico de TERRA en 
el mantenimiento de la estabilidad y longitud telomérica. 
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Contribución Personal: He participado en el diseño del estudio, realizado y analizado la 
mayoría de los experimentos (diseño de sondas, localización del locus de TERRA, realización 
de ensayos luciferasa, puesta a punto del sistema CRISPR, generación y confirmación de las 
líneas celulares TERRA KO y análisis de la longitud y del daño telomérico). Finalmente, he 
contribuido en la discusión de los resultados y en la preparación del artículo al elaborar las 
figuras. 
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Resumen: 
 Estudios previos habían puesto de manifiesto una posible implicación de TERRA en la 
regulación de la cromatina telomérica. Estos estudios indicaban que TERRA sería importante 
para la compactación del telómero a través de la interacción con diferentes proteínas como HP1. 
Para estudiar el papel de TERRA en el establecimiento de la cromatina telomérica, usamos 
celulares de U2OS 20q-TERRA KO. Para ello generamos nuevos clones sin la región del 
subtelómero 20q que contiene el origen transcripcional de TERRA células  
 Posteriormente evaluamos el efecto de TERRA en el establecimiento de la 
heterocromatina telomérica. Observamos que TERRA e importante para la deposición de las 
marcas de heterocromatina asociadas al telómero (H3K9me3, H4K20me3 y HP1), mientras que 
no es necesario para el depósito de marcas de eucromatina. Además, encontramos que TERRA 
es importante para la deposición de la marca H3K27me3 en el telómero, una marca que es 
sintetizada exclusivamente por el complejo PRC2 (Polycomb repressive complex 2) 
 Posteriormente, identificamos que TERRA interacciona con el complejo PRC2 y que 
PRC2 es capaz de unirse al telómero. Comprobamos que esta unión es dependiente de TERRA, 
sugiriendo que el papel de TERRA en el establecimiento de la cromatina telomérica podría estar 
mediado por el complejo PRC2. Para validar esta hipótesis, generamos Knock-down de distintas 
subunidades del complejo PRC2 en las células U2OS. Vimos que la eliminación de las 
subunidades del complejo PRC2 causaba la pérdida de las marcas de heterocromatina 
(H3K9me3, H4K20me3, H3K27me3 y HP1) en el telómero. 
 En conclusión, este estudio demuestra un papel de TERRA en el mantenimiento de la 
heterocromatina telomérica y que esta función esta mediada por el complejo PRC2. 
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Contribución Personal: He participado en el diseño del estudio, realizado y analizado la 
mayoría de los experimentos (clonaje del sistema CRISPR y del shRNAs, generación y 
confirmación de las líneas celulares TERRA KO y silenciamientos, análisis de la longitud 
telomérica, ChIP dot-blot telomérico, y evaluación de la interacción de PRC2 con TERRA y el 
telómero). Finalmente, he contribuido en la discusión de los resultados y en la preparación del 
artículo al elaborar parte del texto y las figuras. 
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Resumen: 
 La proteína TRF1 forma parte complejo shelterina o telosoma. TRF1 esencial para la 
protección telomérica, al evitar que los telómeros sean reconocidos como roturas de doble 
cadena en el DNA evitando que se fusionen y degraden. Además, TRF1 es importante en el 
mantenimiento de la pluripotencia. En este sentido TRF1 es un marcador de células madre y 
necesaria para el mantenimiento de las células madre adultas y pluripotentes, además de para 
el proceso el proceso de reprogramación. Pero hasta ahora, el mecanismo por el cual TRF1 es 
esencial para las células madre y la pluripotencia era desconocido. 
 Con el fin de entender el papel de TRF1 en pluripotencia, hemos usado shRNAs contra 
TRF1 en IPSCs (células madre pluripotentes inducidas) en estado naïve y KO para P53. Tras el 
silenciamiento de TRF1, usamos RNA-seq para estudiar los cambios de expresión dependientes 
de TRF1. Observamos cambios en la expresión de cientos de genes, la mayoría relacionados 
con el manteamiento de la pluripotencia y diferenciación celular. Un gran porcentaje de estos son 
genes regulados por el complejo PRC2. Para comprobar si este complejo estaba relacionado 
con los cambios transcripcionales, realizamos ChIP-seq contra PRC2 y su marca H3K27me3 en 
células control y células en las que silenciamos TRF1. De esta forma demostramos, que la 
eliminación de TRF1 en IPSCs, causa un aumento de la unión por todo el genoma de PRC2 y 
un aumento en la deposición de H3K27me3. Además, esta unión ocurre también en la mayoría 
de los promotores de los genes cuya expresión cambia al eliminar TRF1. Además, el 
silenciamiento de TRF1 causa un incremento en la transcripción de TERRA. Este incremento de 
la expresión de TERRA está asociado con una mayor unión de TERRA a los promotores de 
genes cuya expresión cambia al quitar TRF1.  
 En conclusión, estos datos son consistentes con un modelo por el cual TRF1 es esencial 
para el mantenimiento de la pluripotencia al regular los niveles de TERRA. Al bajar los niveles 
de TRF1, aumentarían los de TERRA, TERRA se uniría a los promotores de genes implicados 
en pluripotencia y diferenciación, reclutando de esa forma al complejo PRC2 y alterando su 
expresión. 
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Contribución Personal: He participado en el diseño del estudio, realizado y analizado 
aproximadamente la mitad de los experimentos (análisis de enriquecimiento de los diferentes 
conjuntos de genes, clonaje de shRNAs y silenciamiento en IPSCs, medición de los niveles de 
TERRA, CHIRT-seq). Finalmente, he contribuido en la discusión de los resultados y en la 
preparación del artículo al elaborar parte de las figuras. 
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Discusión 
1. Estudio del papel de los Telomeric repeat-containing RNA (TERRA) en 
la biología del telómero 
Los telómeros son estructuras altamente compactadas al final de los cromosomas que 
evitan que este sea reconocido como daño de doble cadena, favoreciendo la estabilidad génica 
77–81. Al estar altamente heterocromatinizados y a que esa heterocromatinización se extiende 
hasta los subtelómeros, causando el llamado efecto de la posición telomérico o telomere position 
effect (TPE) 77,103, fenómeno por el cual se silencian los genes cercanos al mismo. Por ello, 
tradicionalmente se pensaba que eran transcripcionalmente inactivos. Sin embargo nuestro 
laboratorio y otros co-descubrieron hace ya una década la existencia de unos lncRNAs 
denominados Telomeric repeat-containg RNA o TERRA enriquecidos en la repetición telomérica 
UUAGGG que se transcriben desde el subtelómero hasta el telómero de las células de mamífero 
151,152. 
A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de la transcripción telomérica, 
las funciones de TERRA no están del todo claras y presentan contradicciones entre sí. La falta 
de certeza en las funciones de TERRA se debe principalmente a que hasta ahora se desconocía 
los orígenes transcripcionales de TERRA, por lo que no se han podido generar modelos KO de 
TERRA. Por ello, el primer gran objetivo de esta tesis ha sido localizar el locus humano de 
TERRA y generar modelos TERRA KO. Para ello en el Artículo 1 caracterizamos si los 18 loci 
previamente propuestos como inicios transcripcionales de TERRA presentaban características 
propias de TERRA 160. Solo encontramos características propias de TERRA en los transcritos 
procedentes de los subtelómero 20q y Xp. La eliminación del loci Xp no afectaba a los niveles de 
TERRA, mientras que las células 20q-TERRA KO presentaban una drástica disminución de los 
TERRA totales. Los principales fenotipos que observamos en las células 20q-TERRA KO fueron 
una pérdida de la longitud telomérica y un incremento del daño en DNA total y en DNA telomérico.  
1.1. Limitaciones metodológicas para el estudio de TERRA debido a la falta de modelos 
knock-out 
El principal motivo que ha dificultado la generación de modelos genéticos KO para 
TERRA es el desconocimiento de su origen transcripcional debido a la naturaleza repetitiva de 
TERRA. Hasta ahora, se desconocía si uno o varios telómeros eran los responsables del origen 
de TERRA. Esto a su vez ha llevado a que, en la mayoría de los estudios, se hayan centrado en 
la sobreexpresión, eliminación y detección de la repetición UUAGGG de TERRA sin prestar 
atención a su secuencia o su localización subtelomérica, más específica. Una de las principales 
consecuencias de esto es la dificultad y la variabilidad en las técnicas usadas para medir los 
niveles totales de TERRA. Desde su descubrimiento, los niveles TERRA se han medido 
prestando atención a la repetición telomérica, mediante Northern usando sondas teloméricas 
151,152, o posteriormente mediante RNA-FISH usando de nuevo sondas contra la repetición 
telomérica 167,233. Estas sondas presentan cierta inespecificidad por dos motivos. Estas sondas 
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tienen reactividad cruzada con los RNA ribosomales y además las secuencia telomérica 
TTAGGG no se encuentra limitada al telómero, sino que se encuentra distribuida por todo el 
genoma formando las llamadas secuencias teloméricas intersticiales o Interstitial Telomeric 
Sequences (ITSs) 32,33,34. Para medir los niveles de TERRA también se han usado primers de 
qPCR específicos para subtelómeros concretos 156,160, pero al desconocerse el origen 
transcripcional de TERRA y al no haberse caracterizado estos subtelómeros como bona fide 
TERRA, cabe la posibilidad de que la transcripción en estos subtelómeros no llega al telómero y 
por lo tanto que estos RNAs no sean TERRA.  
La falta de modelos TERRA KO ha originado una gran heterogeneidad de los modelos 
usados para el estudio de TERRA, tanto de los organismos usado para el mismo (levaduras, 
células humanas, murinas…) como a los distintos abordajes experimentales empleados. Para su 
sobreexpresión se han usado tanto métodos directos, como el uso de telómeros 
transcripcionalmente inducibles 214 o indirectos usando telómeros artificiales 215 o suplementando 
cultivos celulares con secuencias teloméricas de RNA artificiales 176. En cambio, para su 
silenciamiento aunque se han usado silenciamientos directos mediante el uso de siRNAs o 
Gapmers 167,173,216, mayoritariamente se han usado métodos indirectos, basados en 
sobreexpresar o silenciar, proteínas capaces de modular los niveles de TERRA 163,165,174. El 
mayor problema de estos sistemas de silenciamiento directo, es su limitada efectividad, la 
dificultad en su reproducción y que tienen un límite de silenciamiento de entre algunas horas y 
dos días. Mientras que el problema de los silenciamientos indirectos, es la imposibilidad de 
distinguir entre los fenotipos derivados de los cambios transcripcionales de TERRA del que deriva 
de las alteraciones en las proteínas que modulan los niveles de TERRA. 
A consecuencia de la falta de modelos KO, los problemas en la cuantificación de TERRA 
y le heterogeneidad de los modelos usados, es que a TERRA se le han asignado funciones en 
principio contradictorias entre ellas. Un ejemplo claro es el caso de su papel en el mantenimiento 
de la longitud telomérica, donde se ha propuesto que puede ser tanto un modulado negativo de 
la actividad telomerasa 152,166,167, pero también se ha propuesto que al transcribirse a partir de 
telómeros cortos 168 sería capaz de reclutar la telomerasa a los mismos, o de la misma manera 
favorecer la formación de R-loops y de la elongación mediada por ALT. Un exceso de estas 
estructuras podrían tener el efecto contrario 163,169,170. Otra función no del todo clara de TERRA 
es la de su papel en la estabilidad telomérica, mientras que algunos estudios ponen de manifiesto 
que el silenciamiento de TERRA incrementa el daño y la inestabilidad telomérica 167,172,173, otras 
sugieran que el incremento de la formación de R-loops en el telómero serían una fuente de 
inestabilidad y aumentarían el daño 174,175. Es difícil explicar esta aparente contradicción con 
respecto a las funciones de TERRA, pero podría deberse por una parte a la forma en la que 
TERRA interacciona con el telómero. Algunos métodos usados para el estudio de TERRA 
estarían interfiriendo con las moléculas de TERRA que actuarían en cis, es decir, en su telómero 
de origen (por lo tanto, interaccionando mayoritariamente a través de la formación de R-loops). 
Mientras que otros métodos afectarían a los TERRA que actuarían en trans (es decir, en 
localizaciones distintas a su origen). 
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1.2. Los transcritos de los subtelómeros 20q presentan características propias de TERRA 
Como ya hemos mencionado la principal causa por las que se utilizan un rango tan 
amplio de metodologías es la dificultad de generar modelos genéticos KO para TERRA, al 
desconocerse hasta ahora si estas moléculas se expresan de todos los telómeros o de algunos 
en concretos y por la falta de información sobre su origen genético. Por eso, en el Artículo 1 nos 
centramos en encontrar el origen transcripcional de TERRA en humanos. 
 En células humanas los primeros estudios, situaron la transcripción telomérica en 
subtelómeros cuyos promotores se basaban en islas CpG 157. Posteriormente mediante el uso 
de células HeLa en las cuales se incrementó la expresión de TERRA al silenciar TRF2 se 
localizaron 18 posibles subtelómeros que transcribían para TERRA de dos tipos distintos 
aquellos donde la transcripción empezaba entre 5-10 Kb del telómero y aquellos donde 
empezaba a 1Kb o menos 160. Esta localización se hizo a partir de un pull-down de RNA usando 
una sonda contra la repetición telomérica seguido de RNA-seq. Tras el alineamiento de estas 
secuencias, se consideraron regiones codificantes para TERRA todos aquellos subtelómeros 
enriquecidos en estas secuencias a menos de 10 Kb del telómero, pero este estudio no 
confirmaba si estos transcritos presentaban otras características propias de TERRA 160. La falta 
de confirmación de características propias de TERRA de los trascritos propuestos como TERRA 
en este estudio, nos llevó a validar si alguno de estos loci presentaba características de TERRA, 
con la idea de posteriormente poder eliminarlos y generar modelos TERRA KO. Este tipo de 
abordaje experimental ya se ha desarrollado previamente en nuestro laboratorio en el caso de 
células de ratón donde en MEF e IPSCs se caracterizó que la transcripción telomérica se da 
mayoritariamente en los subtelómeros del cromosoma 18 y 9 172 o en otros donde han observado 
que en el caso de ESC esta transcripción podría ocurrir a partir de la región PAR de los 
cromosomas sexuales 178. 
Para reevaluar el RNA-seq previo usado para identificar TERRA 160, alineamos sus 
lecturas en dos genome browsers, el browser humano de USCS GRCh38/hg38 y un browser 
específico para subtelómeros 217 (ya que al ser estructuras altamente repetitivas, presenta 
muchos problemas de secuenciación en los browsers convencionales). Esto nos permitió 
comprobar que el 83,3% de los loci descritos en el estudio en cuyo RNA-seq nos estábamos 
basando 160 estaban en subtelómeros estructuralmente conservados. Los 10 Kb TERRA 
conservados presentaban tres elementos, por orden de cercanía al centrómero, pseudogenes 
pertenecientes a la familia WASH, pseudogenes pertenecientes a la familia DDX11L y una región 
repetitiva denominada TAR1 que se presenta justo antes del inicio del telómero, mientras que 
los 1 Kb TERRA solo presentaban la región TAR1. El hecho de que entre esos elementos se 
encontrara el gen codificante para proteínas WASH y que los pseudogenes de la familia DDX11L 
se transcriban en sentido telómero-centrómero, el opuesto al sentido transcripcional de TERRA, 
revelaba tenían características distintas a las de TERRA. Para validar si los transcritos derivados 
de estos locus presentaban características propias de TERRA como puede ser la presencia de 
una repetición telomérica UUAGGG o la heterogeneidad en el tamaño de sus moléculas, 
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aprovechamos el hecho de que estos subtelómeros estaban estructuralmente conservados y 
diseñamos sondas de RNA-FISH y Northern capaces de reconocer a la región TAR1 o a los 
diferentes pseudogenes de la familia DDX11L y WASH de todos estos subtelómeros. Sin 
embargo, no pudimos encontrar características propias de TERRA en ninguno de estos 
transcritos. Entre las posibles explicaciones para esto, se encuentran que estos transcritos sean 
artefactos derivados del proceso de pull-down, probablemente debido a que la sonda contra la 
repetición telomérica de TERRA es altamente repetitiva y podría hibridar con alguna de las 
secuencias de estos elementos o contra las propias ITS que se encuentran con frecuencia en el 
subtelómero. Otra posible opción, es que la cantidad de moléculas de TERRA transcritas a partir 
de estos subtelómeros sea tan pequeña que no lleve al límite de detección mínimo requerido 
para el RNA-FISH o el Northern.  
Sin embargo, cuando evaluamos los transcritos provenientes de los subtelómeros no 
conservados (20q, Xp, 17p) pudimos encontrar colocalización entre la sonda contra la repetición 
telomérica de TERRA y la sonda contra la secuencia de RNA subtelomérica de los subtelómeros 
20q y Xp. Esto pone de manifiesto la posibilidad de que estos subtelómeros fueran bona fide 
TERRA loci. Cabe destacar varios aspectos de estos locus, el primero es que los RNAs 
transcritos a partir del subtelómero 20q y Xp no muestran una homología de secuencia entre 
ellos. El segundo es que estudios posteriores a la publicación del Artículo 1 que compone esta 
tesis, han eliminado esta región del subtelómero 17p en células humanas HCT111 156. Estas 
células 17p-KO presentan también fenotipo telomérico, en concreto problemas a la hora de 
replicar el telómero. A pesar de ello, en este estudio no han probado que la eliminación del 
subtelómero 17p genere una caída de las TERRA totales, aunque si son capaces de rescatar el 
fenotipo al sobreexpresar TERRA de forma indirecta 156. Esto apunta a que en diferentes tipos 
celulares diferentes loci podrían estar contribuyendo a la población de TERRA total. La principal 
característica del subtelómero 17p, es la presencia de una zona de unión de CTCF, característica 
que comparte con la región promotora Pr1. Esto lleva a pensar que como estaba descrito 
previamente 155 CTCF podría estar mediando de forma muy importante la expresión de TERRA 
o en qué subtelómeros se transcriben en cada célula. El último aspecto interesante de estos tres 
loci, es que la región del subtelómero Xp, es una de las regiones PAR de los cromosomas 
sexuales humanos. Como hemos mencionado antes, también se han evidenciado características 
propias de TERRA de los transcritos de las regiones PAR de los cromosomas sexuales de 
ratones 178, por lo que se podría pensar en una conservación evolutiva en la transcripción 
telomérica a partir de los cromosomas sexuales de mamífero, Sin embargo, no hemos podido 
encontrar una conservación estructural o evolutiva entre el loci 20q identificado en esta tesis y 
los otros loci identificados en ratón, los del subtelómero 18 y del subtelómero 9. 
1.3. El subtelómero 20q es un bona fide TERRA locus 
La evidencia más importante de que el subtelómero 20q es un bona fide TERRA locus 
es que, la eliminación del mismo en homocigosis en células humanas U2OS genera una caída 
notable en los niveles de TERRA totales. Elegimos las U2OS como modelo de estudio por dos 
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razones principales, la primera es que son las células humanas de cáncer donde hasta ahora se 
han reportado los mayores niveles de TERRA al elongar los telómeros vía ALT 161,162. La otra es 
que al estar el ALT tan asociado a la expresión de TERRA, abre la posibilidad de que este último 
sea una posible diana terapéutica para estos tipos de tumores, por lo tanto, la caracterización del 
papel de TERRA en estas células resulta especialmente interesante. Los diferentes clones de 
células 20q-TERRA KO presentaban diferentes niveles de caída en los niveles de TERRA totales, 
siendo la caída mayor en el caso del clon C4. Esto es probablemente debido a la variedad 
intrínseca de las células que componen las líneas celulares de cáncer y a procesos de adaptación 
durante la expansión monoclonal. Aunque conseguimos general células U2OS 20q-TERRA KO, 
fallamos en hacer lo mismo en otras líneas celulares humanas telomerasa positivas, como 
pueden ser las HeLa o las HCT116. Esto se puede deber a que al poseer estas células unos 
niveles basales de TERRA muy bajos, los clones sin esta región no puedan tolerar la pérdida de 
TERRA y mueran. Otra posibilidad es la baja eficiencia del proceso de generación de clones 
homocigotos para grandes deleciones mediante CRISPR en el momento de realización de ese 
experimento. Esta falta de eficiencia ha quedado resuelta con el uso plásmido que codifica todos 
los elementos necesarios para la generación de la deleción. Esto nos ha permitido producir un 
mayor número de clones de U2OS 20q-TERRA KO. Este sistema mejorado, podría usarse en el 
futuro para generar diferentes líneas celulares sin esta región, para confirmar nuestros datos 
anteriores o ampliarlos a sistemas celulares positivos para la telomerasa.  
Cabe destacar que, aunque los clones 20q-TERRA KO presentaban una bajada 
significativa para los TERRA totales, no observamos lo mismo en el caso del clon Xp-KO que 
generamos. Esto podría deberse a dos motivos. A que el locus Xp no estuviese transcribiendo 
para TERRA y a que las colocalizaciones que observamos fueran debidas a un artefacto de la 
sonda contra los subtelómeros de este transcrito que empleamos en este estudio. El hecho de 
que no fuéramos capaces de diseñar un gRNA para el sistema CRISPR completamente 
adyacente al telómero Xp, debido al carácter poco conservado y altamente repetitivo del mismo 
podría ser otra de las causas. Estas limitaciones nos impidieron delecionar completamente ese 
locus y quizás el promotor de TERRA quedó inalterado. 
Estos modelos celulares representan la primera aproximación genética y los primeros 
KO para TERRA en cualquier organismo y, nos ha permitido ampliar ampliamente nuestro 
conocimiento de las implicaciones de este lncRNA en el mantenimiento del telómero y su 
epigenética. Este modelo presenta bastantes características ventajosas con respecto a los 
usados hasta ahora, una de las más importantes es la estabilidad del mismo, mientras que otros 
modelos de sobreexpresión o silenciamiento como pueden ser los Gapmers, requieren de 
modificar los niveles de TERRA de novo cada vez que se realiza un experimento. Los niveles de 
TERRA se mantienen establemente bajos en nuestras células, facilitando el trabajo experimental 
y permitiendo el estudio del efecto de la eliminación de TERRA a largo plazo. Otra ventaja 
importante es que es un silenciamiento directo de TERRA, no mediado por la sobreexpresión o 
eliminación de moduladores de TERRA. Esto permite ver de forma clara la implicación de TERRA 
en los distintos procesos, sin los efectos colaterales de alterar otras proteínas. Este modelo 
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también carece de los off-targets derivados de silenciar la repetición telomérica de TERRA 
UUAGGG mediante siRNAs o Gapmers, ya que esta secuencia se haya repartida por todo el 
genoma y probablemente presente en otros transcritos 32–34. Una idea importante derivada de 
este modelo, es que es posible obtener células KO para TERRA. Esto abre la posibilidad de 
generar animales KO para TERRA, en concreto modelos murinos, donde ya se han localizado  
tres loci diferentes que se podrían delecionar 172,178. Estos animales serían un modelo idóneo 
para estudiar el papel fisiológico de la transcripción telomérica y solventaría algunos de los 
problemas derivados del uso de modelos celulares y en concreto los posibles de off-targets 
causados por el sistema CRISPR, al poder eliminarlos mediante cruces.  
A pesar de todas estas ventajas, el modelo tiene limitaciones, algunas intrínsecas a la 
técnica y otras de carácter biológicas. Una de las primeras es los posibles off-targets derivados 
del sistema CRISPR. Para solucionarlos hemos tomado tres medidas principales a lo largo de 
este trabajo: la primera de ella es el uso de sistemas CRISPR codificados en vectores 
episomales, no integrativos. Esto minimiza el tiempo en que la enzima Cas9 se encuentra activa 
en la célula y por lo tanto reduce los posibles eventos de off-targets. La segunda es la selección 
de gRNAs que presentan la mínima homología posible con otras regiones, a través de su diseño 
en herramientas informáticas especialmente diseñadas para ello 218. Y la tercera fue el análisis 
de posibles off-targets en nuestras líneas celulares mediante dos aproximaciones, el uso del 
surveyor nuclease assay, y del análisis por TIDE 219. Además, durante estos años la generación 
de mutantes mediante CRISPR se ha vuelto una técnica aceptada y de uso general en diferentes 
laboratorios. La otra desventaja técnica, es que el tiempo de generación de líneas celulares a 
partir de células individualizadas, hace imposible el uso de esta metodología para estudiar 
eventos que ocurren a tiempos cortos. A esto se le suma que las poblaciones celulares, pueden 
cambiar a lo largo de los pases y acumular mutaciones y cambios epigenéticos. Para intentar 
reducir el efecto de la expansión monoclonal en nuestros resultados, hemos comparado nuestras 
células KO con el pool celular original y mantenido en cultivo el mismo tiempo que tomó la 
expansión monoclonal y con clones WT expandido a la vez que los KO. Una de las mayores 
limitaciones biológicas es que al no estar el locus 20q conservado entre especias, imposibilita su 
uso más allá de células humanas. También, diferentes células humanas podrían presentar 
diferentes locus mayoritarios para TERRA, dificultando la generación de células TERRA-KO, 
como ocurre en el caso de levadura donde se descrito que solo un telómero podría estar 
trascribiéndose cada vez 168. Para solucionar estos dos problemas se necesitaría de otras formas 
para localizar posibles loci de TERRA, ya que el uso de pull-down contra TERRA seguido de 
RNA-seq genera un gran número de falsos positivos e incluso sus secuencias alinean con 
regiones intracromosomales, como hemos comprobado a lo largo de este trabajo y en trabajos 
previos del laboratorio 172. Esta localización se podría mejorar mediante el uso de CHIRT-seq, 
que como se puede apreciar en el artículo 3 de esta tesis y en trabajo de otros laboratorios 167, 
es capaz de detectar las uniones en cis de TERRA e identificar loci previamente reportados en 
ratón como es el caso del cromosoma 18 172 o de  la región PAR de los cromosomas sexuales 
178. 
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1.4. TERRA es importante para el mantenimiento de la estabilidad y de la longitud 
telomérica 
Las líneas celulares 20q-TERRA KO nos han permitido estudiar de forma directa el papel 
de TERRA en el mantenimiento del telómero. La longitud telomérica es una parte clave para que 
el telómero pueda cumplir correctamente con su papel celular, especialmente en células 
altamente proliferativas como las tumorales. Tras eliminar TERRA observamos una importante 
reducción de longitud telomérica acompañada de una acumulación de telómeros cortos. A su vez 
vimos una caída de las T-SCE en estas células, indicando que el efecto podría ser debido a una 
pérdida del ALT. Estos datos están en consonancia de varios trabajos publicados hasta ahora, 
que han descrito una gran importancia de TERRA para que ocurra la recombinación telomérica 
y el ALT 163,169,170,215. Al estar usando células que elongan los telómeros exclusivamente vía ALT 
no podemos extrapolar que el efecto de la eliminación de TERRA en la longitud telomérica sea 
algo común para todos los tipos celulares, ya que la elongación por telomerasa es un proceso 
completamente independiente al ALT. Para solventar esto, como ya hemos mencionado sería 
necesaria la generación de células telomerasa positiva humanas 20q-TERRA KO. Este método, 
podría resolver la actual duda del papel de TERRA como regulador de la telomerasa, ya que 
algunos estudios evidencian que TERRA podría funcionar como un modulador negativo del 
mismo 152,166,167, mientras que en levaduras se ha propuesto que TERRA podría reclutar a la 
telomerasa a telómeros cortos favoreciendo su elongación 168.  Finalmente, con las evidencias 
experimentales que tenemos hasta ahora, no podemos excluir la posibilidad de que esto 
estuviera producido por problemas replicativos en el telómero, ya que está descrito que TERRA 
podría ser importante en la replicación telomérica y esta no se ha estudiado en nuestro modelo 
156,171 
El segundo fenotipo telomérico importante que hemos confirmado con nuestro modelo 
de células 20q-TERRA KO es un incremento en el daño en el DNA, tanto en el telomérico como 
en el total. Este incremento del daño está acompañado de un incremento de la fusión entre 
cromosomas y de la inestabilidad génica. Este último fenotipo, solo ha aparecido en el caso del 
clon C4, no en los otros y esto es debido probablemente a que este es el que presenta el mayor 
silenciamiento de TERRA. La pérdida de la estabilidad telomérica y cromosómica  está a favor 
de varios estudios, que ven un fenotipo similar en células humanas y de ratón al silenciar tanto 
TERRA de locus específicos como los TERRA totales mediante siRNAs 173 o Gapmers 167,216.  
Sin embargo, contradice otra serie de estudios, donde han observado que un incremento de la 
transcripción telomérica favorece la inestabilidad génica, sobre todo por la formación de R-loops 
174,175. La aparente contradicción en el papel de TERRA en la estabilidad telomérica y 
cromosómica, señalando algunos estudios como necesario para la protección telomérica y otros 
como una fuente de inestabilidad al formar R-loops, podría estar explicada por los diferentes 
abordajes experimentales usados. Los métodos directos de silenciar TERRA pueden inferferir 
con moléculas de TERRA que interaccionaran con el telómero tanto en cis como en trans, por lo 
que estas uniones podrían ser directas a través de la formación de R-loops o G-cuadruples 
174,175,220, pero también indirectas mediante la interacción con las shelterinas o componentes de 
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la heterocromatina telomérica 173. Este tipo de experimentos ha puesto de manifiesto que TERRA 
es importante para el mantenimiento telomérico y que el silenciamiento de los TERRA totales o 
específicos para un locus, genera un incremento del daño general y del daño en todos los 
telómeros 167,172,216 y la pérdida de longitud telomérica en ESCs 167. En cambio, los estudios 
llevados a cabo para entender el papel de TERRA a través del establecimiento de R-loops, están 
basados fundamentalmente en el silenciamiento o sobreexpresión de shelterinas como TRF1 o 
TRF2 174 o de la RNAseH1 163, por lo que solo afectaría a las moléculas de TERRA formando R-
loops y mayoritariamente unidas al telómero en cis. Estos datos sugieren la posible existencia 
de dos poblaciones distintas de moléculas de TERRA. Algunas moléculas de TERRA estarían 
interaccionando directamente con su telómero de origen formando R-loop, mientras que otras 
moléculas de TERRA se unirían en trans a telómeros diferentes de aquellos de los que se 
trascribieron u otras regiones del genoma. Al formar RNA-loops TERRA desestabilizaría el 
telómero, hasta que estos se resolvieran, en algunos casos incluso vía ALT. En cambio, las 
moléculas de TERRA funcionando en trans, podrían estar reclutando diferentes proteínas a los 
telómeros favoreciendo su reparación o estabilidad. La gran movilidad y dinámica de las 
moléculas de TERRA ya se ha observado de forma experimental a través del seguimiento de las 
mismas en células vivas, pudiendo pasar éstas de estar en otras partes del núcleo, a unirse con 
distintos telómeros, o incluso a formar agregados entre ellas 216.   
Otra parte importante de estos datos es que los hemos podido validar en un segundo set 
de clones 20q-TERRA KO, los generados para el Artículo 2. En estos clones hemos podido ver 
al igual que en los generado en el Artículo 1, una caída de la longitud telomérica, así como un 
incremento del daño total y telomérico (datos no publicados).  
1.5. TERRA facilita el establecimiento de la heterocromatina telomérica a través del 
reclutamiento del complejo PRC2 
El último aspecto que abordamos usando las células 20q-TERRA KO fue el 
establecimiento de la heterocromatina telomérica. En el Artículo 2 describimos que TERRA es 
importante para el establecimiento de las marcas de la heterocromatina telomérica (H3K9me3, 
H4K20me3 y HP1) y para la marca del complejo PRC2, H3K27me3. Además, demostramos que 
el papel de TERRA en la cromatina telomérica está mediado a través del reclutamiento del 
complejo PRC2. 
 Diferentes estudios han puesto de manifiesto que el establecimiento de la cromatina 
telomérica tiene una alta importancia en el comportamiento del telómero. Un telómero altamente 
heterocromatinizado favorece el TPE y la protección telomérica 76,81,109,112,132–135, mientras que la 
pérdida de esta heterocromatina favorecería la acción de la telomerasa y la recombinación 
telomérica (evento asociado normalmente con una activación del ALT) 79–81,112,130. A pesar de que 
la perdida de la heterocromatina telomérica resulta en un incremento de la recombinación 
telomérica, el papel de la heterocromatina telomérica en el sistema ALT no está claro, ya que 
también se ha descrito que la unión de HP1 al telómero podría ser importante para el ALT, 
además de que las células ALT humanas podrían tener telómeros más heterocromatinizados que 
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las células telomerasa positivas 93,131. TERRA ya ha sido anteriormente implicado en el proceso 
de heterocromatinización del telómero ya que es capaz de interacción con H3K9me3, HP1 y con 
Suv39h1 173,160. El silenciamiento de TERRA causa la pérdida de heterocromatina telomérica 173, 
mientras que su sobreexpresión indirecta al silenciar TRF2 coincide con un incremento de 
H3K9me3 en el telómero 160. Nuestros datos, que revelan una pérdida de las marcas asociadas 
a la heterocromatina telomérica (H3K9me3, H4K20me3 y HP1) al reducir los niveles de TERRA, 
estarían respaldadas por estos estudios y reforzarían la idea de que TERRA es importante para 
la heterocromatina telomérica.  
Más allá de confirmar el papel de TERRA como un modulador clave para la deposición 
de heterocromatina telomérica, este trabajo aporta un conocimiento más profundo del proceso 
de heterocromatinización telomérica. Al eliminar TERRA, nuestras células también presentan la 
caída de la marca de heterocromatina facultativa H3K27me3 en los telómeros. Esta marca solo 
había sido observada previamente en los telómeros de eucariotas inferiores como las algas 
unicelulares 223 y en los subtelómeros del hongo filamentoso Neurospora crassa 224. Dado que 
esta marca es establecida en exclusiva por el complejo PRC2 y este complejo está implicado en 
establecer regiones heterocromáticas junto a distintos lncRNAs incluyendo la compactación de 
grandes estructuras de DNA junto a XIST 225–230, dio pie a pensar que el complejo PRC2 podría 
estar implicado en la función de TERRA sobre la epigenética telomérica. Así. confirmamos que 
TERRA es capaz de interaccionar con las subunidades del complejo PRC2, SUZ12 y EZH2. Esta 
interacción también ha sido valida in vitro e in vivo en células humanas y de ratón, siendo los 
RNAs capaces de formar G-cuádruples como TERRA los que se unen con más afinidad a este 
complejo 167,231. Usando inmunofluorescencia confocal demostramos que la interacción (hasta 
ahora no descrita) del complejo PRC2 con el telómero era dependiente de TERRA. La capacidad 
de TERRA de reclutar a PRC2 está en parte reforzado por un estudio en el que se ha descrito 
que TERRA es capaz de unirse por todo el genoma y que su unión está enriquecida en sitios 
donde la marca H3K27me3 se encuentra presente 167. Finalmente, pudimos confirmar la 
importancia de PRC2 en el telómero, ya que al silenciar mediante shRNAs distintas subunidades 
del complejo PRC2, se perdía la heterocromatina telomérica en células U2OS.  
Sorprendentemente, en las células 20q-TERRA KO que presentan menos marcas de 
heterocromatina en el telómero, hemos observado una pérdida de las T-SCE. En cambio, en 
otros modelos celulares o animales donde se reduce esta heterocromatina telomérica, se 
produce un aumento de las T-SCE 79–81,112,130. Esto revela que TERRA podría ser la clave detrás 
del aumento de la recombinación telomérica en estos modelos, ya que la descompactación 
telomérica también se ha asociado con un incremento de la expresión de TERRA 152,157–159. Por 
eso, al estar eliminando TERRA, nosotros estaríamos observando una caída de las T-SCE a 
pesar de la caída en la heterocromatina telomérica. Además de en la longitud telomérica, otro 
efecto donde podríamos estar influyendo la pérdida de la heterocromatina que vemos en nuestras 
células podría ser en el incremento del daño, explicando esto en parte porque observamos un 
aumento del daño telomérico en nuestro modelo 20q-TERRA KO. 
Discusión 
 
118 
 
Estos datos en su conjunto, nos llevan a proponer un modelo por el cual TERRA sería 
responsable de establecer la heterocromatina telomérica al reclutar al complejo PRC2 al 
telómero. Sin embargo, el reclutamiento del complejo PRC2, podría no ser el único papel que 
estuviese teniendo TERRA, sino que de forma complementaria podría estar reclutando otros 
componentes necesarios para este proceso como HP1 y Suv39h1, tal y como han descrito otros 
estudios 173,160. Establecer este modelo como algo general para todas las células humanas es 
complicado, sobre todo para el caso de las células telomerasa positiva. Esto ocurre por tres 
motivos principales, el primero es que las células ALT y las células telomerasa positivas humanas 
tienen una epigenética telomérica muy distinta, de hecho parece que los telómeros de las células 
ALT están más heterocromatinizados 93. Este carácter más heterocromatinizado, podría deberse 
a la presencia del mecanismo descrito en nuestro trabajo, ya que las células ALT presentan 
niveles mucho más altos de TERRA que las células tumorales telomerasa positivas 161,162. El 
segundo motivo es que las U2OS, como muchas otras líneas celulares tipo ALT carecen de 
ATRX y ATRX es necesario para la correcta unión del complejo PRC2 por todo el genoma 232. Al 
carecer estas células de ATRX podría haber mucho más complejo PRC2 libre en la célula. A esto 
se le sumaría el tercer motivo, los niveles de TERRA no están regulados través del ciclo celular 
en células ALT al contrario que en células telomerasa positivas donde los niveles de TERRA 
alcanzan su máxima abundancia en la fase G1 y decreciendo a lo largo de la fase S 154. Esta 
falta de regulación a través del ciclo celular, lleva a que TERRA esté constitutivamente expresado 
en las U2OS 233. Esto favorecería una interacción más constante de moléculas de TERRA con el 
telómero que junto a una mayor disponibilidad del complejo PRC2, podría hacer este mecanismo 
exclusivo de células ALT. Por estos motivos sería especialmente interesante confirmar este 
mecanismo en células telomerasa positivas, ya fuese generando más modelos TERRA KO o 
silenciando directamente el complejo PRC2 en las mismas. 
1.6. Posibles aplicaciones de las células 20q-TERRA KO para entender el papel de TERRA 
en cáncer 
Los modelos TERRA-KO generados en esta tesis, nos podían permitir ampliar nuestro 
conocimiento de los mecanismos moleculares en los que está implicado TERRA. Por ejemplo, 
validando como puede regular el sistema ALT. Con respecto al daño en el DNA, sería 
especialmente interesante estudiar a partir de que eventos se producen, si este es daño por 
uncapping telomérico, daño replicativo, por rotura de doble cadena, etc. Esto nos permitiría 
pensar en posibles estrategias terapéuticas que combinaran eliminar TERRA y los mecanismos 
que reparen el posible daño que causa, para tratar tumores tipo ALT. Dado que observamos un 
gran incremento del daño total, también sería interesante estudiar si este es debido solamente 
al daño telomérico o podría responder a funciones extrateloméricas de TERRA, que actuara junto 
a algunos sistemas de reparación del daño en el DNA. Estas posibles funciones extrateloméricas 
estarían conceptualmente apoyadas por el hecho de que TERRA se capaz de unirse por todo el 
genoma 167 y a que los niveles de TERRA aumenten ante distintos estreses celulares o ante el 
incremento en el DNA o uncapping telomérico (152,160,221,222).  
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2. Estudio del papel de la proteína telomérica TRF1 en pluripotencia 
2.1. TRF1 es esencial para la reprogramación y el mantenimiento de la pluripotencia  
Para el correcto funcionamiento del telómero, al mismo se tienen que unir un complejo 
de proteínas llamadas shelterinas. Este complejo es esencial para la protección del telómero, 
evitando que sea reconocido como daño de doble cadena y con ello impidiendo la activación del 
DDR 16. Entre las proteínas que conforman el complejo shelterina se encuentra TRF1. TRF1, 
además de estar implicada en evitar la activación de DDR en el telómero también, tiene otras 
funciones teloméricas, como regular la longitud telomérica y su correcta replicación 26,29,30. Más 
allá de estas funciones, diferentes estudios han puesto de manifiesto que TRF1 podría estar 
también implicada en pluripotencia. OCT4 se une al promotor de TRF1 209 y TRF1 está 
sobreexpresado en ESCs, iPSCs y durante la reprogramación 206,209,211,212. Otras evidencias más 
directas, son que TRF1 es importante para la reprogramación in vitro e in vivo 206,209 y además 
los ratones KO para TRF1 presentan letalidad embrionaria en el estado de blastocito, sin que 
esta letalidad esté asociada a un fenotipo telomérico 210, sugiriendo que estas funciones serían 
independientes a su papel en la protección del telómero.  
En el Artículo 3 observamos que el silenciamiento de TRF1 en iPSCs en estado naïve, 
producía el cambio de expresión de cientos de genes asociados a pluripotencia y diferenciación. 
Este cambio transcripcional estaba asociado a un incremento por todo el genoma y en genes 
cuya expresión era dependiente de TRF1 de la unión del complejo PRC2 y de depósito de su 
marca H3K27me3. El silenciamiento de TRF1, también producía un incremento de la expresión 
de TERRA y a su vez TERRA se unía en las cercanías de los genes cuya expresión era 
dependiente de TRF1. Esto, nos ha llevado a proponer un modelo por el cual TRF1 es esencial 
para la pluripotencia al regular la expresión de cientos de genes de una forma dependiente de 
TERRA. Esto lo haría al modular los niveles de TERRA y este a su vez favorecería el 
reclutamiento del complejo PRC2 a distintos genes asociados con pluripotencia y diferenciación, 
alterando su expresión. 
2.2. La eliminación de TRF1 en IPSCs desencadena cambios drásticos en la expresión 
génica y en la epigenética celular 
Para tratar de elucidar el papel de TRF1 en pluripotencia usamos iPSCs. El 
silenciamiento de TRF1 lo hicimos mediante el uso de un shRNA contra TRF1 y para poder 
distinguir el efecto directo de TRF1 del efectuado por la señalización de daño en el DNA, se 
realizó en iPSCs P53 KO. En todos los experimentos las células se recogieron en el tiempo 
mínimo necesario para poder seleccionar las infectadas. Debido a que las iPSCs P53 KO tienden 
a diferenciarse espontáneamente en cultivo 234–237, trabajamos con iPSCs en estado naïve, lo 
que las hace más estables 235–237.  
Nuestra primera aproximación para profundizar en el mecanismo por el cual TRF1 es 
esencial para el establecimiento de la pluripotencia, fue comprobar si el silenciamiento de TRF1 
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causaba cambios transcripcionales. Para ello realizamos RNA-seq del transcriptoma completo 
de nuestras iPSCs infectadas con un vector scramble o con un shRNA contra TRF1. Al comparar 
los resultados de las células con silenciamiento de TRF1 con respecto al control, observamos un 
cambio significativo en la expresión de cientos de genes, sobreexpresandose 483 genes y 
bajando la expresión de 328. Por GSEA y por Enrichr, validamos que estos genes estaban 
fundamentalmente asociados a pluripontecia, a diferenciación y varias rutas de señalización 
asociadas a este proceso. Confirmamos que estos efectos no eran debidos a un aumento en el 
daño en el DNA, ya que por inmunofluorescencia no pudimos observar un aumento del daño en 
el DNA total o telomérico, indicando que el proceso de señalización por uncapping telomérico no 
se había iniciado. 
  Debido a que el 64% de los genes que se sobreexpresaban al silenciar TRF1 
presentan unión del complejo PRC2 en sus promotores, pensamos que estos cambios podrían 
estar asociados a una alteración de la unión de este complejo. Por ChIP-seq observamos un 
aumento de la unión de PRC2 por todo el genoma al eliminar TRF1 y también un incremento de 
su marca, H3K27me3. Este incremento de la unión de PRC2 también ocurría en los promotores 
de los genes cuya expresión cambiaba al silenciar TRF1, sugiriendo ésto que su cambio de 
expresión se podría deber al complejo PRC2. Cambios en los niveles de H3K27me3, ya se 
habían observado previamente en relación al telómero. ESCs murinas con telómeros cortos 
muestran un ligero aumento de los niveles totales de H3K27me3 y además fallan a la hora de 
diferenciarse adecuadamente 203. Esto coincidiría con nuestros datos y sugeriría un modelo 
donde ciertas alteraciones teloméricas podrían alterar los niveles de H3K27me3 modulando la 
pluripotencia. Esto es especialmente interesante ya que nuestros datos sugieren que estas 
alteraciones son debidas a un aumento de la expresión de TERRA. Estudios previos han 
demostrado que los telómeros cortos también promueven la expresión de TERRA  159, lo que 
también podría explicar el incremento de H3K27me3 en ESCs con telómeros cortos.  
A pesar de que el complejo PRC2 y su marca H3K27me3 están principalmente asociados 
a la represión transcripcional, tras eliminar TRF1, observamos un conjunto de genes cuya 
expresión aumenta a la vez que aumenta tanto la unión de PRC2 como el depósito de su marca. 
Esta aparente contradicción puede explicase de dos formas distintas. La primera forma es que 
varios estudios han reportado que distintas subunidades de PRC2 puede tener funciones 
adicionales, como la activación transcripcional. Esto ocurre en algunos casos de cáncer de 
próstata resistentes a castración o en el cáncer de mama, donde cumple esta función de 
activación transcripcional a través de la interacción con distintos factores, como el receptor de 
estrógenos α, la β catenina, MYC o CCND1 238,239. La segunda es que aproximadamente el 70% 
de los genes que se sobreexpresan y tienen un aumento de la deposición de H3K27me3 en sus 
promotores son genes bivalentes. Estos son genes cuyos promotores presentan dos tipos de 
marcas de histonas, una marca activadora, la H3K4me3 y la marca represiva de PRC2, 
H3K27me3 240–245. Estas dos marcas se encuentran en genes de diferenciación celular y son 
necesarias para la rápida expresión de los mismos cuando estas células se tienen que diferenciar 
y su posterior silenciamiento cuando estas ya se han diferenciado 240,241. Además, el 
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establecimiento de los promotores bivalentes es una característica importante del paso del 
estado naïve de las ESCs al estado primed 246. En relación a esto, en nuestro modelo de iPSCs 
en las que silenciamos TRF1 también observamos un incremento de H3K27me3 en los 
promotores de estos genes bivalente, reforzando la idea de que al eliminar TRF1 se pierde la 
pluripotencia y el estado naïve. 
Los cambios de expresión en genes asociados a pluripotencia y diferenciación, 
explicarían la importancia de TRF1 en pluripotencia. Sin embargo, otras cuestiones se podrían 
plantear con respecto a nuestro modelo. que podrían ser estudiadas como más profundidad. A 
pesar de que la mayoría de los genes cuya expresión cae estarían asociados a pluripotencia y 
los que se sobreexpresan a diferenciación no tenemos datos del destino celular que tendrían 
nuestras iPSCs sin TRF1. Si bien sería lógico pensar que estas tenderían a diferenciarse 
espontáneamente en cultivo, la pluripotencia es la capacidad de una célula de diferenciarse en 
cualquiera de las tres capas germinales, por lo que una pérdida de la pluripotencia también podría 
estar asociada a una incapacidad de estas células de diferenciarse correctamente. Para 
confirmar esto, sería interesante estudiar in vitro, a través de ensayos de diferenciación qué 
ocurriría en estas células, o in vivo, haciendo uso de experimentos de complementación de 
embriones o experimentos de formación de teratomas. Otra carencia de nuestro modelo, es que 
al tener las iPSCs un porcentaje de infección bajo, tenemos que seleccionarlas, por lo que tras 
la primera infección transcurren 4 días antes de poder observar los cambios en expresión génica. 
Esto nos impide discernir los eventos iniciales o solamente debidos a cambios transcripcionales 
tras silenciar TRF1. Para mejorar esto, podríamos recurrir a otros modelos celulares, en concreto 
podríamos aprovechar el modelo TRF1 KO condicional (TRF1flox/flox) generado anteriormente en 
nuestro laboratorio 29. Usando iPSCS o ESCs generadas a partir de este modelo cruzado con un 
animal transgénico UBC-Cre-ERT2, podríamos directamente delecionar TRF1 in vitro al añadir 
tamoxifeno a estas células sin necesidad de selección. Esto se podría combinar además con 
técnicas de secuenciación de una sola célula, lo que nos permitiría entender los cambios iniciales 
en expresión génica al eliminar TRF1. Por último, también sería interesante comprobar si estos 
mismos cambios ocurren en iPSC en estado primed o están limitados al estado naïve. 
Tras validar que la importancia de TRF1 en la adquisición y mantenimiento de la 
pluripotencia es debido fundamentalmente a su control sobre la expresión de genes implicados 
en pluripotencia y diferenciación a causa de un cambio en la estructura de la cromatina por todo 
el genoma, específicamente de la interacción del complejo PRC2 y de la deposición de 
H3K27me3, nos quedaba entender como una proteína localizada en el telómero podría estar 
causando alteraciones por todo el genoma. 
2.3. TRF1 es importante para el mantenimiento de la pluripotencia a través de la regulación 
de TERRA 
 La primera hipótesis de como TRF1 podría estar detrás de estos grandes cambios 
epigenéticos y de expresión, fue la interacción directa de TRF1 con el complejo PRC2. Esta 
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hipótesis fue descartada al no conseguir validar esta interacción por espectrometría de masas. 
Nuestra segunda hipótesis fue que al igual que ocurre en Arabidopsis thaliana, donde las 
proteínas homologas a TRF1, las TRBs son capaces de unirse directamente a diferentes 
promotores y reclutar al complejo PRC2 247,248, TRF1 podría estar haciendo algo equivalente. Por 
ChIP-seq observamos la unión de TRF1 a algunas zonas extrateloméricas, especialmente a ITS, 
pero las uniones no eran lo bastante abundantes para explicar un cambio epigenético y 
transcripcional tan general como el que observamos al silenciar TRF1. Por último, pensamos que 
el mecanismo podría ocurrir vía TERRA. Esto se fundamenta en estudios previos que han 
descrito que TERRA es capaz de interaccionar con TRF1 167,173 y al Artículo 2 que compone esta 
tesis, donde describimos que TERRA es capaz de reclutar al complejo PRC2 al telómero, 
estableciendo de esta manera la cromatina telomérica. De hecho, cuando analizamos los niveles 
de TERRA por RNA-FISH, observamos un incremento en la expresión de TERRA al silenciar 
TRF1. Este incremento en la expresión de TERRA al eliminar TRF1 también se ha descrito en 
estudios previos 160,249,250. Reforzando la idea de que nuestro fenotipo estaría mediado por 
TERRA, observamos un incremento de la unión de TERRA a genes implicados en pluripotencia 
y diferenciación, donde aumenta la unión de PRC2 y cuya expresión era dependiente de TRF1. 
Todos estos datos nos sugieren un modelo, a través del cual TRF1 controlaría los niveles de 
TERRA, y este a su vez se uniría a genes implicados en pluripotencia y diferenciación reclutando 
al complejo PRC2 y de esa manera regulando la expresión de los mismos.  
A pesar de las pruebas experimentales que avalan este modelo, este estudio tiene 
algunas limitaciones que podrían ser abordadas de forma experimental. La primera de ellas es 
que no tiene en cuenta otras posibles formas por la que TERRA podría estar regulando la 
transcripción. Estudios previos ya han descrito que TERRA está implicado en la regulación 
transcripcional, pero el mecanismo que proponen es diferente al nuestro. El primero de esos 
estudios, propone que TERRA podría regular la transcripción al unirse a promotores capaces de 
formar G-cuádruplex, provocando la formación de estas estructuras y de esta manera alterando 
la transcripción 176. El segundo estudio atribuye este papel de TERRA a la competición directa 
con ATRX, uniéndose TERRA a las mismas zonas que ATRX y por tanto desplazando a ATRX 
167. Estos dos mecanismos podrían ser complementarios al que proponemos y explicar parte de 
los cambios transcripcionales asociados al silenciamiento de TRF1. Por último, TRF1 podría 
estar alterando la expresión génica y la unión de PRC2 de otras formas, además de a través de 
TERRA. Por ejemplo, podría estar regulando la estructura 3D del genoma o la interacción del 
telómero con la envuelta nuclear (tethering telomérico) ya que TRF1 es importante para el 
correcto tethering durante la meiosis de espermatozoides 253. 
Nuestro modelo por el cual TRF1 controlaría la expresión génica al regular los niveles de 
TERRA, podría aplicarse más allá del papel de TRF1 en pluripotencia y reprogramación, de esta 
forma, también sugiere un nuevo mecanismo, por el cual el estado del telómero podría decidir el 
destino de la célula al controlar la expresión de TERRA y éste a su vez la expresión de cientos 
de genes. Esto podría ocurrir al eliminar TRF1, pero también por otros motivos que afectan al 
telómero y que afectan la expresión de TERRA, como el acortamiento, el uncapping o el daño 
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telomérico 152,160,203,221,222. El mecanismo que hemos descrito podría ser no solo importante para 
pluripotencia, sino que podría ocurrir en otros procesos celulares, como en cáncer. Nuestro 
laboratorio ha descrito que TRF1 es una diana terapéutica eficaz en el caso del cáncer pulmonar 
y el glioblastoma 251,252. En el caso del glioblastoma, además, TRF1 también es esencial para las 
células madre tumorales, y su eliminación de TRF1 provoca la disminución del stemmnes de las 
mismas. Esta pérdida, también podría estar mediada a través de la regulación de TERRA y sería 
interesante confirmar este mecanismo en estos modelos y en otros como podrían ser las células 
madre de tejido adulto. 
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Conclusiones 
 
Estudio del papel de los Telomeric repeat-containing RNA (TERRA) en la biología del 
telómero: 
-Un 83,3% de los locus previamente identificados como orígenes transcripcionales de TERRA 
están en subtelómeros estructuralmente conservados y sus transcritos no presentan 
características propias de TERRA. 
-Tanto los RNAs transcritos a partir del subtelómero 20q como del Xp presentan características 
propias de TERRA. Además, la eliminación del locus del subtelómero 20q genera una drástica 
reducción en las moléculas de TERRA totales, confirmando que el subtelómero 20q es un bona 
fide TERRA loci.  
-La reducción de los niveles de TERRA KO produce un incremento en el daño en el DNA total y 
en el telómero, y de una reducción en la longitud telomérica, lo que evidencia la importancia de 
TERRA en el mantenimiento telomérico. 
-La reducción de los niveles de TERRA ocasiona una pérdida global de las marcas de 
heterocromatina telomérica, así como de la marca H3K27me3, por lo que TERRA es importante 
en el establecimiento de la heterocromatina telomérica. 
-TERRA interacciona con el complejo PRC2 y favorece su interacción con el telómero. Esto junto 
a la perdida de marcas de heterocromatina telomérica tras silenciar PRC2, indica que la función 
de TERRA en el establecimiento de la cromatina telomérica está mediada por el complejo PRC2. 
 
Estudio del papel de la proteína telomérica TRF1 en pluripotencia.  
-TRF1 está implicado en la regulación de la expresión génica, sobre todo de genes asociados a 
pluripotencia y diferenciación.  
-TRF1 modula la unión del complejo PRC2 y del depósito de H3K27me3 por todo el genoma, 
incluyendo los promotores de los genes cuya expresión cambia al silenciar TRF1. 
-TERRA se une a los promotores de parte de los genes cuya expresión está regulada por los 
niveles de TRF1. 
-TRF1 regula el mantenimiento de la pluripotencia a través del control de la expresión de 
TERRA, que a su vez regula la expresión de genes asociados a pluripotencia y diferenciación.  
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Anexo 1.1: Telomeric RNAs are essential to maintain telomeres 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
Anexo 1.2: TERRA recruitment of polycomb to telomeres is 
essential for histone trymethylation marks at telomeric 
heterochromatin 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
 
  
  
 
Anexo 1.3: TERRA regulate the transcriptional landscape of 
pluripotent cells throught TRF1-dependent recruitment of PRC2 
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Anexo 2: Safety of whole-body abrogation of the TRF1 shelterine 
protein in wild-type and cancer-prone mouse models 
 
  
  
 
 
 
